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RESUMO

Interagdes complexas entre o organismo, seu ambiente e sua ontogénese formam a base
para os padrdes comportamentais observados na vida adulta, e tanto o comportamento
cotidiano quanto disturbios comportamentais observados ao longo da vida podem
decorrer de processos desenvolvimentais. Essa perspectiva ¢ consoante com dados que
mostram que a maioria dos transtornos psiquidtricos aparece antes da vida adulta, com
um aumento da incidéncia de transtornos de humor, de ansiedade, alimentares e
esquizofrenia durante a adolescéncia. Dentre os fatores de risco para a emergéncia desses
transtornos esta a exposicdo ao estresse no inicio da vida. E neste periodo que processos
como a neurogénese, sinaptogénese e a poda sinaptica acontecem em maior intensidade,
sendo a poda sindptica um dos processos mais relevantes para o refinamento da
comunicacao neuronal. A hipétese deste estudo € de que a interacao do estresse no inicio
da vida com processos neurodesenvolvimentais leva a diferentes estratégias
comportamentais em camundongos adolescentes e adultos. Para testar nossa hipdtese,
camundongos machos e fémeas foram submetidos ao estresse por separagao maternal
durante as duas primeiras semanas de vida e, a partir do dia pds-natal P28 ou P58, todos
0s animais passaram por uma bateria de testes comportamentais para avaliacdo de
comportamento motor/exploratorio e tipo-ansioso. Neste estudo, observamos que,
durante a adolescéncia, camundongos machos expostos ao estresse por separagao
maternal apresentaram uma hiperlocomoc¢do no teste de campo aberto, além de um
aumento na laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro na caixa
claro/escuro; enquanto fémeas perderam a preferéncia por estimulos sociais caracteristica
da adolescéncia. No teste de andlise de variancia, o fator “exposi¢do ao estresse” foi
relacionado a menos tempo no compartimento escuro na caixa claro/escuro; a menos
entradas no brago fechado, no centro e menos cruzamentos entre regioes no labirinto em
cruz elevado. Ainda, o fator “sexo” em si € relacionado a uma diferenga comportamental
basal na caixa claro/escuro. Quando os mesmos testes foram realizados em animais
adultos, a tnica alteragdo a permanecer foi a influéncia do fator “estresse” no labirinto
em cruz elevado. No nosso trabalho, observamos uma mudanga de resposta ao estresse
na infancia através da passagem da adolescéncia para a vida adulta e, com isso,
enfatizamos a importancia do estudo de diferentes fases desenvolvimentais e ressaltamos
a significancia de considerar experiéncias particulares a periodos formativos especificos
ao discutir o bem-estar social e a saude ao longo da vida.

Palavras-chave: desenvolvimento; adolescéncia; infancia; estresse; comportamento.



ABSTRACT

Behavioral effects of maternal separation stress are sex-specific and distinct in

prepuberty and early adulthood

Complex interactions among the organism, its environment, and its ontogenesis form the
foundation for behavioral patterns observed in adulthood. Both everyday behavior and
behavioral disorders can result from developmental processes. This perspective aligns
with data indicating that most psychiatric disorders emerge before adulthood, with higher
incidence of mood, anxiety, and eating disorders, as well as schizophrenia, during
adolescence. Notably, early-life stress exposure is a risk factor for the onset of these
disorders. During this period, processes such as neurogenesis, synaptogenesis, and
synaptic pruning occur more intensely, with synaptic pruning being one of the most
relevant means for refining neuronal communication. The hypothesis of this study is that
early-life stress interacts with neurodevelopmental processes and leads to different
behavioral outcomes in adolescent and adult mice. To test this hypothesis, male and
female mice were subjected to maternal separation stress during the first two weeks of
life. From postnatal day P28 or P58, all animals underwent a battery of behavioral tests
for assessment of motor/exploratory and anxiety-like behaviors. In this study, we
observed that during adolescence, male mice exposed to maternal separation exhibit
hyperlocomotion in the open field test, along with an increased latency to first explore
the dark compartment in the light/dark box; while females lost the preference for social
stimuli characteristic to the adolescence. According to the analysis of variance, the “stress
exposure” factor was associated with less time in the dark compartment in the light/dark
box, fewer entries into the closed arms and center of the elevated plus maze, as well as
fewer crossing between regions. Further, the “sex” factor itself was related to a basal
behavioral difference in the light/dark box. When the same tests were performed in adult
mice, the only remaining alteration was the influence of exposure to stress in the elevated
plus maze. In our study, we observed a shift in early-life stress response from adolescence
to adulthood, thus emphasizing the relevance of studying different developmental phases,
and highlighting the significance of considering experiences that are particular to

formative periods when discussing social well-being and health.

Keywords: development; adolescence; childhood; stress; behavior.
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1. INTRODUCAO
1.1. A concepc¢ao tedrica contemporianea da infincia
“The Child is the Father of Man”
(William Wordsworth, 1802)

No curso da historia, a “infancia” foi inventada diversas vezes, em diferentes culturas,
sociedades e tradicdes filosdficas (TESAR, 2016). Porém, a concepcdo ocidental
contemporanea da infancia como periodo crucial para o desenvolvimento fisiologico,
psicologico e comportamental do individuo tem suas bases no [luminismo dos séculos
XVII e XVIII (ROBERTSON, 1974). Especialmente, os fildsofos Thomas Hobbes (1588-
1679), John Locke (1632-104) e Jean-Jacques Rousseau (1712-1778) tiveram imensa
influéncia no campo de estudos da infincia nos séculos seguintes, criando um campo

virtual especifico para o agente sociologico infantil.

Em seu estudo de 2016, Tesar resume a influéncia de Hobbes na percepgao da crianca
como sendo essencialmente ma, com a necessidade de ser controlada principalmente pela
mae. Divergentemente, Locke vé€ a crianga como uma tabula rasa, um sujeito “vazio” que
necessita ser moldado pela familia e a sociedade para que possa se tornar um agente
social. Rompendo com as tradi¢des, Rousseau caracteriza a crianga como um sujeito em
seu estado mais natural, bom e inocente, precisando de cuidado para seu desenvolvimento
saudavel — especialmente, Rousseau substitui a crianga de Locke, que ¢ condicionada a
ser controlada, por uma crianga auténtica e possuidora de historia propria (RYAN, 2008;
TESAR, 2016). Em seus estudos, o autor Peter Coveney defende que, além de criar a
“crianca auténtica”, a grande inovag@o de Rousseau foi a importancia dada a infincia ndo
como um caminho para a vida adulta, mas como um periodo autdnomo por si s6 — ou seja,

a crianga sendo seu proprio sujeito, € nao apenas um “futuro adulto” (COVENEY, 1967).

Dessa forma, foi criada a base para o que viria a ser a “crianga romantica”. Na tradi¢ao
romantica (principalmente nos séculos XVIII e XIX), emergia um crescente interesse na
crianga em relagdo a sua educagdo, a sua natureza e a sua individualidade (STROUP,
2004). Essa emergéncia se deve, em parte, a William Wordsworth (1770-1850),
frequentemente referido como um “poeta da infancia”. Wordsworth foi um dos primeiros
a considerar as emocodes e experiéncias das criangas como base de formagao da identidade
adulta. Em seu poema de 1802, “My Heart Leaps Up”, ele afirma “the child is the father
of man” (WORDSWORTH, 1987), uma das frases mais conhecidas da literatura poética.
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Essa concepcao de infancia se contrapde a visao tradicional de que todas as criangas se
desenvolvem de forma altamente similar — visdo esta que d4 menor importancia as

variagdes decorrentes da experiéncia individual (VELIKI; DUFFY, 2020).

A concepgdo romantica da infincia é centrada na historia de vida individual, na crianca
como criatura inocente e em contato com a natureza, € em seu desenvolvimento pessoal
moldado pelo meio social. Desse modo, ao invés de utilizar marcos generalizados para o
desenvolvimento infantil, autores romanticos focavam em experiéncias pessoais € no
desenvolvimento a partir destas (AUSTIN, 2003). Sob essa Otica, diversos autores
passaram a centralizar a infancia (propria ou alheia) em seu trabalho. Samuel Taylor
Coleridge (1772-1864), por exemplo, trata sobre o tema a partir de uma poética de
expressao emocional (STROUP, 2004). Thomas de Quincey (1785-1859), por outro lado,
busca na propria infancia a esséncia das suas emogdes, € em seus traumas passados a

causa dos pesadelos que o assombraram até a sua morte (VIGARELLO, 2016).

E a partir dessa base literaria e tedrica que surge, no final do século XIX, uma psicologia
da infancia inicial, que € centralizada nas sensagdes e emogoes organicas (VIGARELLO,
2016). Em 1882, por exemplo, o fisiologista William Thierry Preyer (1841-1897) publica
seu livro “Die Seele des Kindes” (A alma das criangas, em portugués), um livro classico
na psicologia desenvolvimental, no qual o autor documenta o desenvolvimento de sua
propria filha. O livro € escrito em consonancia com os estudos de Charles Darwin (1809-
1882), observando a expressao das emog¢des como uma heranca ancestral compartilhada
com outros animais; em seu estudo, Preyer considera a hereditariedade e a atividade
individual ao analisar o desenvolvimento infantil — ¢ o faz a partir dos sentidos, das
sensacdes ¢ emocoes, das manifestagoes de vontades e do desenvolvimento intelectual

(PREYER, 1888).

Nesse momento, a perspectiva da infincia como formadora do individuo (e de suas
caracteristicas que permanecem até a vida adulta) permeia estudos psicolédgicos,
fisiologicos e psiquidtricos. Em 1872, Desir¢ Magloire Bourneville (1840-1909)
apresenta um estudo de caso no qual associa “abalos” e “crises de contracdes” a
lembrangas e eventos traumaticos do passado — sendo essa a primeira vez que uma
representacdo psicologica “perdida”, ou esquecida, ¢ associada de forma causal a um
transtorno fisico (VIGARELLO, 2016); ¢ também nesse tempo que os ‘sintomas
nervosos’ sio relacionados as condigdes de vida do individuo. Em “4 [’ombre des jeunes
filles en fleurs” (o segundo volume da obra “Em busca do tempo perdido”), Marcel Proust

(1871-1922) também retrata uma ideia do corpo como guardido de um passado esquecido,
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possuindo entdo “lembrancas” que ndo sdo representadas — sobre isso, o autor Georges
Vigarello (1941-) discute uma °‘vida desaparecida’, experiéncias do passado (ndo
representadas como imagem mental) fazendo parte do corpo e do individuo

(VIGARELLO, 2016).

Ao longo do século XX, muitas das ideias anteriores foram desenvolvidas e representadas
em diversos campos de estudo e na arte, e escritores da educagdo como Paulo Freire, John
Dewey e, mais tarde, bell hooks, se apropriaram de muitos desses pensamentos para
elaborar suas analises comparativas. O comum dos estudos da infiancia nos tempos
contemporaneos € a concep¢ao de que a experiéncia auténtica das criancas faz parte de
seu desenvolvimento, em diferentes instancias, agregando os conceitos de agéncia propria
e engajamento a experiéncia infantil (RYAN, 2008). Myra Bluebond-Langner (1948-),
em seu livro “The private world of dying children” (1978), discute que, para o
desenvolvimento intelectual, de suas habilidades e de sua identidade, se impde sempre
necessaria a colocagdo da experiéncia individual, autonoma e da historia de vida das

proprias criangas (BLUEBOND-LANGNER, 2020).

Os estudos da infancia ganharam grande espago de estudo nos ultimos séculos. Jane
Addams (1860-1935) afirma, em seu livro “The spirit of Youth and the city streets”
(1909), que “0 momento mais precioso do desenvolvimento humano ¢ a asser¢ao de que
ele ndo ¢ como nenhum outro ser humano, ¢ tem uma contribui¢do individual a fazer no
mundo” — ou seja, de que ele ¢ um agente social (ADDAMS, 1909; tradugao propria).
Para Addams, a possibilidade de existir de forma socialmente ativa, interagindo com o
mundo e promovendo neste mudangas materiais, € o que cria a possibilidade de progresso
ao desestabilizar o status guo (RYAN, 2008) — por isso, a autora defende a concepcao das
criancas também como grupo social ativo, autbnomo e composto de caracteristicas

proprias que devem ser valorizadas como tal.

1.2. Periodos criticos do desenvolvimento
Padrdes comportamentais na vida adulta sdo resultados de interagcdes complexas entre o
organismo, seu ambiente e sua ontogénese — portanto, comportamentos e transtornos
comportamentais observados ao longo da vida podem decorrer de processos
desenvolvimentais. De fato, os transtornos de ansiedade, depressio e até os
comportamentos suicidas sdo frequentemente observados sob perspectivas
neurodesenvolvimentais (ANSORGE; HEN; GINGRICH, 2007; LEONARDO; HEN,
2008; TURECKI et al., 2012). Essa perspectiva esta de acordo com dados que mostram

que a maioria dos sintomas de transtornos psiquidtricos aparece antes mesmo da vida



14

adulta, com um aumento de incidéncia de transtornos de humor (incluindo os
depressivos), de ansiedade, alimentares, e esquizofrenia durante a adolescéncia
(DALSGAARD et al., 2020; KESSLER et al., 2007) — periodo durante o qual o suicidio
¢ a quarta maior causa de morte (Global Health Estimates 2000-2019, Organizacao
Mundial de Saude).

Desde o nascimento e durante toda a vida, os organismos vivos estdo em constante
mudanga — e ¢ através dessas mudancas que o corpo se desenvolve e se adapta ao seu
meio. O periodo pds-natal inicial € particularmente reconhecido pela capacidade de
mudar, sendo o neurodesenvolvimento, em si, caracterizado por padrdes complexos de
interacdo e reorganizagao de sistemas (Figura 1) (YOUSIF; FATEMI; JOHNSTON,
2017).

A plasticidade caracteristica do cérebro transparece, ao longo da vida, através das
dindmicas momentaneas de circuitos neurais ¢ de modificagdes epigenéticas; entretanto,
alguns processos em larga escala sdo restritos a periodos maturacionais especificos,
chamados de periodos criticos do desenvolvimento (REH et al., 2020). Processos como
a neurogénese, sinaptogénese ¢ a poda neural sdo fundamentais para a plasticidade
fenotipica adaptativa que permite ao organismo se ajustar as condigdes ambientais

especificas nas quais esta inserido (MEREDITH, 2015).

Durante a infancia, ha um aumento de espessura cortical relacionado a processos de
arborizacao dendritica, crescimento axonal e sinaptogénese (INNOCENTTI; PRICE, 2005;
JOHNSTON et al., 2009) — processos que acontecem de forma regido-dependente, com
regides sensoriais alcangando seu pico de densidade sinaptica antes de regides
associativas (HUTTENLOCHER; DABHOLKAR, 1997; LI, G. et al., 2015). Essa
variacdo temporal de sinaptogénese entre diferentes regides € importante para a
conectividade do cérebro mais tarde, na vida adulta (HUTTENLOCHER;
DABHOLKAR, 1997). Ainda durante a infincia, ocorre o inicio de um processo
desenvolvimental de refinamento cortical (que se estende até a adolescéncia e o inicio da
vida adulta) o qual, nesse periodo, ¢ associado tanto a poda sindptica quanto a
mielinizagdo (NATU et al., 2019; STILES; JERNIGAN, 2010). Esse padrdao de
desenvolvimento caracterizado por uma rapida ascensdo seguida por declinio de
densidade sinaptica ¢ considerado, a partir de modelos computacionais, um otimizador

metabdlico no cérebro (CHECHIK; MEILIJSON; RUPPIN, 1998).
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O proximo periodo critico do desenvolvimento ¢ a adolescéncia. A adolescéncia ¢
marcada por alteragdes de comportamento social, comportamento de risco, aumento de
busca por sensagdes e experiéncias novas e variadas, e continuo desenvolvimento
cognitivo (ANDREWS; AHMED; BLAKEMORE, 2021; SAWYER et al., 2018;
SPEAR, 2000). Esses comportamentos caracterizam um periodo transicional entre a
infancia e a vida adulta, e se sobrepdem com a puberdade, mudangas de proporgdes
corporais e adaptagdes a componentes ambientais e sociais. Concomitantemente, ha a
ocorréncia de processos maturacionais em regides corticais € limbicas do cérebro,
incluindo mudancas estruturais de volume de diferentes regides, de balango
excitatorio/inibitorio, de arborizagdo neural, de densidade e tipos celulares, de
mielinizagdo, entre outras (CASEY; JONES; HARE, 2008). A combinag¢do de todas essas
mudancas desenvolvimentais torna a adolescéncia um periodo muito sensivel e com alta
plasticidade, no qual ha uma intensa responsividade ao ambiente no que diz respeito a
maturacao do cérebro (DUMONTHEIL, 2016; EBERT, 2015; FUHRMANN; KNOLL;
BLAKEMORE, 2015; PFEIFER; ALLEN, 2021; PIEKARSKI et al., 2017). Essa
dinamicidade acontece, em grande parte, por um processo essencial para o refinamento

dos circuitos neurais — a poda sinaptica.

A poda sinaptica, ou poda neural, ¢ a eliminagdo fisiologica de sinapses, um processo
fundamental para o desenvolvimento do cérebro (EBERT, 2015; SELEMON, 2013).
Faust e colegas definem a poda sindptica como “um processo desenvolvimental no qual
elementos que compdem estruturalmente uma sinapse (terminais pré-sinapticos e
membranas pos-sinapticas) sdo eliminados, o que também pode incluir a remogao de

pequenos segmentos axonais e ramificagdes dendriticas” (Faust et al., 2021; tradugdo
propria).

O processo de poda pode acontecer de diferentes formas. Por exemplo, a poda pode
acontecer de maneira atividade-dependente, como no circuito das células ganglionares da
retina e no nucleo geniculado lateral, assim como em circuitos internos cerebelares;
nesses casos, ha uma espécie de competicao Hebbiana em que determinadas sinapses sao
eliminadas, e as sinapses de atividade mais sincrona dentro do circuito sdo mantidas
(ANDJUS et al., 2003; BURBRIDGE et al., 2014; BUTTS; KANOLD; SHATZ, 2007;
CANG et al., 2005; KANO; WATANABE, 2019; KAWAMURA et al., 2013; MIKUNI
et al., 2013; MUIR-ROBINSON; HWANG; FELLER, 2002; PENN et al., 1998;
WATANABE; KANO, 2011). A poda também pode acontecer de maneira experiéncia-

dependente. Isso acontece no sistema somatossensorial (GUNNER et al., 2019;
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SADAKA et al., 2003; WIMMER et al., 2010), inclusive através de superestimulacio
(BIAN, W.-J. et al., 2015). No sistema visual de roedores, a privagdo sensorial de um dos
olhos leva a diminuicdo de arborizacao talamo-cortical, assim como uma diminui¢do de
espinhas dendriticas correspondentes ao olho indisponivel, enquanto que o oposto € visto
nas correspondentes ao olho aberto (HUH et al, 2020; SUN, Y. J. et al., 2019;
TREMBLAY; LOWERY; MAJEWSKA, 2010; ZHOU et al., 2020).

Os mecanismos através dos quais a poda sindptica acontece também s3o diversos. Alguns

componentes conhecidos do sistema imune sdo importantes reguladores da poda, como o
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (de forma ainda obscura), as
pentraxinas e integrantes do sistema complemento (MCALLISTER, 2014; MORIMOTO;
NAKAIJIMA, 2019; STEPHAN; BARRES; STEVENS, 2012; XU et al., 2003). A
atividade mitocondrial também foi relacionada a poda sindptica, de forma que terminais
sinapticos com maior densidade de mitocondrias foram relacionados a sinapses mais
fortes e estaveis (LEES; JOHNSON; ASHBY, 2020; SUN, T. et al., 2013). Finalmente,
a atividade de células da glia ¢ fundamental para que a poda sinaptica acontega. Os
astrocitos ja foram descritos na poda sinaptica hipocampal, do sistema retino-geniculado
e in vitro, por exemplo (BYUN; CHUNG, 2018; CHUNG et al., 2013; LEE, J.-H. et al.,
2021); inclusive, a interacao dos astrocitos com as microglias possibilita uma regulagao
da fagocitose sinaptica (JAY et al., 2019). Porém, no fim, a célula majoritariamente
relacionada ao processo de poda sindptica desenvolvimental ¢ a microglia, uma célula
responsiva a alteragdes locais e a estimulos ambientais, como, por exemplo, o estresse
(FROST; SCHAFER, 2016; PAOLICELLI; GROSS, 2012; PAOLICELLI et al., 2011b;
SCHAFER et al., 2012).
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Figura 1. Padrao humano de desenvolvimento de regides cerebrais ¢ temporalmente
assincrono. O neurodesenvolvimento pds-natal ¢ caracterizado por seus padrdes
complexos de interagdo e  desenvolvimento de  sistemas.  Processos
neurodesenvolvimentais continuam ocorrendo apds o nascimento, possibilitando
plasticidade fisiologica e comportamental ao organismo e, portanto, facilitando a

adaptag@o a ambientes dindmicos. (Fonte: Woodward & Hiippi, 2018)

1.3. Estresse
Em diferentes campos de estudos, assim como em diferentes periodos da historia, ¢
possivel encontrar variadas defini¢des para o termo “estresse”. Especialmente na area das
ciéncias biologicas, o termo “estresse” ¢ geralmente utilizado de forma qualitativa
(diferente da natureza quantitativa atribuida nas ciéncias fisicas), e ¢ definido como o
conjunto das respostas adaptativas do corpo a eventos adversos de varias naturezas,

podendo ou ndo levar a manuten¢ao da homeostase do organismo (KIM; KIM, 2023).

O primeiro pesquisador a utilizar o termo “estresse” em sentido biologico foi Hans Selye
(1907-1982), que o definiu como uma “resposta inespecifica do corpo para qualquer
demanda” (TAN; YIP, 2018). Selye definiu a resposta fisiologica a estimulos adversos
como composta por trés fases, sendo: (1) a reacao de alarme; (2) o periodo de resisténcia;
e (3) o estagio de exaustdo — juntas, essas fases formariam a triade da Sindrome de
Adaptacao Geral, ou a “sindrome do estresse”, ou seja, uma sequéncia de reagodes
fisiologicas genéricas em resposta a situagoes adversas (SELYE, 1975). A teoria de Selye
recebeu muita atengdo e gerou grandes discussdes e avangos na area de estudos em
fisiologia. John W. Mason (1924-2014), por exemplo, foi um grande critico da “sindrome
do estresse” de Selye ao advogar por um papel mais significativo de fatores emocionais
na resposta a eventos adversos (SELYE, 1975). Walter Cannon (1907-2005) também foi

citado pelo proprio Selye como um cético sobre sua teoria do estresse:

Eu tive muitas conversas com Cannon, mas ndo consegui convencé-lo que a
pituitaria e o cortex adrenal possuem um papel na resposta ao estresse, ou de
que a reagdo ¢ trifisica e inespecifica. Ele — como Mason — considera a
liberagdo estereotipica de epinefrina como primariamente resultante de
excitacdo ou “estresse nervoso e tensdo”, portanto claramente e corretamente
a separando dos mecanismos homeostaticos necessarios para manter a
temperatura corporal, a pressdo sanguinea, os niveis circulatorios de calcio, a

glicemia, etc. (Selye, 1975; tradugdo propria)

Walter Cannon foi um dos fisiologistas mais respeitados do século XX, e o primeiro

pesquisador a trabalhar sistematicamente com a fisiologia das emoc¢des (BROWN; FEE,
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2002). Em 1915, Cannon havia descrito a resposta de “luta ou fuga”, hoje associada ao
estresse agudo, como uma resposta rapida a ameacgas externas ou internas; essa resposta
seria promovida pelo sistema nervoso simpatico e pela liberacdo de adrenalina, levando
a alteracdes fisioldgicas que maximizam a disponibilidade enérgica (CANNON, Walter
B., 1915). Selye se inspirou nos estudos de Cannon pra desenvolver sua propria teoria, na
qual j& distinguia as respostas do organismo ao estresse agudo e ao estresse cronico — este
ultimo sendo o que levaria a “sindrome de adaptagdo geral” (frequentemente chamada de

Sindrome de Selye).

Tanto as formulagdes de Selye quanto de Cannon se relacionam ao milieu intérieur de
Claude Bernard (1813-1878) — conceito que Bernard utiliza para descrever o equilibrio
interno do organismo frente as mudancas no ambiente externo; de acordo com ele, essa
estabilidade ¢ uma condi¢ao necessaria a vida (BERNARD, 1974). O proprio conceito
vem como uma superagdo das ideias de forcas vitais e de humores, focando em
mecanismos de ajuste e em uma fisiologia regulatoria (CROSS; ALBURY, 1987).
Enquanto Cannon se relacionava as ideias de Bernard ao criar o conceito de
“homeostase”, compreendida como uma constancia dindmica dentro de um sistema
aberto, mantida por mecanismos regulatorios (CANNON, W B, 1932), Selye liga o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) a resposta do corpo para lidar com situacdes

adversas (TAN; YIP, 2018).

Atualmente, o estresse ¢ usualmente definido como a resposta dindmica do organismo a
um desafio homeostatico, estes que podem ser fatores externos (ambientais) ou internos
(fisioldgicos ou psicoldgicos) (CHROUSOS; GOLD, 1992). As respostas evocadas por
estressores incluem alteragdes comportamentais (como, por exemplo, o ato de fuga) e
fisiologicas, primariamente relacionadas a acdo do sistema nervoso autdonomo e do eixo

HPA (MCEWEN, B. S., 2016).

O sistema nervoso autdonomo ¢ subdivido entre o sistema parassimpatico ¢ o sistema
simpatico, ambos importantes no controle involuntéario de diversas fungdes fisioldgicas,
como a respiragdo, a digestdo, a frequéncia cardiaca, entre outras. O sistema simpatico ¢é
especialmente relevante na resposta de estresse, através da libera¢do de noradrenalina em
varias regides do corpo; uma delas ¢ a medula da adrenal, que entdo libera adrenalina na
corrente sanguinea, o que causa alguns indicadores comuns de estresse — por exemplo, o
aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria frente a estimulos aversivos (KEMENY,

2003).
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Outro sistema de resposta rapida ao estresse ¢ o eixo HPA (Figura 2). A resposta do eixo
HPA se inicia através da secre¢do do hormonio liberador de corticotrofina (CRH, de
corticotropin-releasing hormone) e da vasopressina (AVP, de arginine vasopressin) pelo
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN, de paraventricular nucleus) no sistema
porta-hipofisario. Esse estimulo leva a sintese de pro-opiomelanocortina (POMC) na
hipofise (ou pituitaria) anterior, que pode ser convertida em corticotrofina (ACTH, de
adrenocorticotropic hormone), além de outros peptideos, como opioides e outras
melanocortinas. O ACTH ¢ liberado na circulagao sistémica, e € o estimulo desse
hormonio no cortex da adrenal que leva a secrecdo de glicocorticoides (cortisol em

humanos, ou corticosterona em roedores) (KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005).

No cérebro, os glicocorticoides agem através de dois tipos de receptores: os receptores de
mineralocorticoides (MR) e os receptores de glicocorticoides (GR). Os MR possuem alta
afinidade por glicocorticoides, € sdo expressos majoritariamente em regides limbicas,
como o hipocampo e a amigdala central, por exemplo; ja os GR possuem uma menor
afinidade a glicocorticoides, € sdo expressos virtualmente em todo o cérebro (REUL;
KLOET, 1985; REUL; VAN DEN BOSCH; DE KLOET, 1987; REUL; DE KLOET,
1986). Tanto os MR quanto os GR participam de diversos processos, como diferenciagao
neuronal, excitabilidade e no comportamento, humor e cogni¢do (FITZSIMONS et al.,
2013; JOELS, 2006; KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005) — todos importantes para
responder a situacdes de estresse (KONING et al., 2019).

Porém, a resposta de estresse ¢ muito complexa e envolve uma quantidade extensa de
fatores, incluindo variagdes individuais relacionadas a ontogenia, com componentes

genéticos e ambientais (BOYCE; ELLIS, 2005).
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Figura 2. Representacio simplificada dos eixos de resposta ao estresse. Apos um
estimulo estressor, neuronios do PVN liberam CRH e AVP através do sistema porta-
hipofisario. Na hipo6fise anterior (ou pituitdria), ha a liberacdo de ACTH para circulagdo
sistémica, o que estimula a secrecao de glicocorticoides pelo cortex da glandula adrenal.
PVN: nucleo paraventricular do hipotdlamo; CRH: hormdnio liberador de corticotrofina;

AVP: vasopressina; ACTH: corticotrofina. (Fonte: Nicolaides et al., 2015)

1.4. Estresse no inicio da vida e adaptabilidade
No estudo recente de Kim & Kim (2023), ¢ proposta uma definigao de estresse a partir
de trés fatores: o estado de excitacdo (maior excitabilidade durante o estresse), o estado
afetivo (percepcao de aversao durante o estresse) e o estado cognitivo (auséncia de
controle durante o estresse). De acordo com os autores, os trés fatores sao envolvidos na
resposta de estresse, de forma necessaria, mas ndo suficiente (KIM; KIM, 2023). Esse
conjunto de saidas possiveis sdo altamente adaptativas durante situagcdes adversas, porém
a exposicdo prolongada a estressores, especialmente em periodos criticos do
desenvolvimento, pode levar a efeitos duradouros no funcionamento dos sistema reativos
ao estresse e de outros sistemas, como discutido no tépico anterior (KLOET; JOELS;
HOLSBOER, 2005). Alguns autores atribuem tais efeitos a uma carga alostatica, ou seja,
o actimulo de efeitos deletérios causados por uma resposta prolongada e/ou excessiva ao
estresse (GUIDI; SONINO; FAVA, 2021; MCEWEN, Bruce S., 1998). Outros revisam
essa teoria com a concepgao de que a exposicdo prolongada ao estresse ndo leva, em si, a
um prejuizo desenvolvimental, mas a uma adaptacdo a condigdes ambientais altamente

estressoras — isso, por sua vez, pode engendrar condig¢des prejudiciais a saide de longo
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prazo (ELLIS; BOYCE, 2008; ELLIS; DEL, 2014; GIUDICE; ELLIS; SHIRTCLIFF,
2011).

Ao longo do desenvolvimento dessa area de estudos, muitos modelos diferentes foram
propostos para a compreensao da fisiologia, adaptabilidade e variagdo comportamental
na resposta de estresse. No modelo de estresse de Korte e colegas (2005), estdo inclusas
as variacdes genéticas adaptativas nos sistemas de resposta de estresse (KORTE et al.,
2005). Esse modelo foi baseado na aplicagdo da teoria dos jogos dentro do campo da
evolucdo, especificamente através do jogo “Hawk or Dove” (Falcio ou Pombo, em
portugués) (SMITH, 1988). De acordo com a proposta de Korte e colaboradores, o
processo de sele¢do natural resultou na permanéncia de variagdes alélicas que levam a
dois padrdoes comportamentais possiveis dentro de uma populacio de determinada
espécie: padrao de alta ou baixa agressividade. Ambos os fenétipos podem ou nao ser

bem adaptados, de acordo com as condi¢des ambientais nas quais estdo inseridos.

Porém, apesar de considerar o ambiente na determinagdo do sucesso de um repertorio
comportamental geneticamente possivel, o modelo de Korte e colegas ndo inclui a
influéncia do ambiente na propria formacao do repertéorio comportamental (ELLIS;
JACKSON; BOYCE, 2006). Meaney e colaboradores, por outro lado, constroem a ideia
de uma plasticidade comportamental adaptativa nos sistemas de resposta de estresse
(MEANEY; SZYF, 2005; MEANEY, 2001; WEAVER et al., 2004). Essa proposta explora
como o ambiente fisico e social durante o inicio da vida pode interferir nos circuitos
neurais responsivos ao estresse e levar a padrdoes comportamentais diversos. Eles
desenvolvem, por exemplo, a ideia de que a expressdo gé€nica durante a infancia ¢
continuamente regulada, e que diferengas epigenéticas influenciam a resposta fisiologica
ao estresse — ou seja, a variacdo comportamental observada em uma populagdo decorre

dessas diferencas.

Outro modelo a ser discutido brevemente ¢ a teoria da historia de vida (CHARNOYV, 1993;
FIGUEREDO et al., 2006; STEARNS, 1998). A teoria da histéria de vida busca conectar
caracteristicas da historia de vida do organismo como um processo de trade-off entre a
disponibilidade energética e a demanda metabolica de diferentes processos (como
crescimento e reproducgdo, por exemplo). De acordo com esse modelo, estresse e
instabilidade no meio onde o organismo estd inserido influenciariam na qualidade do
investimento parental, sendo um meio mais estavel compativel com mais investimento

em cuidados da prole. A partir do cuidado parental recebido, cria-se um contexto de
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crescimento para os filhotes que, com essas pistas, continuam o processo de trade-off

energético.

Conceitualizando em consondncia com outras teorias, Boyce & Ellis (2005) propuseram
o modelo de reatividade bioldégica ao contexto (BOYCE; ELLIS, 2005; ELLIS;
JACKSON; BOYCE, 2006; ELLIS; BOYCE, 2008). De acordo com os autores, a
reatividade bioldgica, ou a suscetibilidade de um organismo ao contexto, ¢ um conjunto
de respostas altamente complexas, ¢ ¢ esse dinamismo, em conjunto com o ambiente em
que esta inserido, que determina a adaptabilidade comportamental daquele organismo.
Por exemplo, criangas mais reativas (ou seja, com mais sensibilidade biologica ao
contexto) possuem maiores taxas de morbidade quando crescem em ambientes adversos,
mas taxas menores que outras criancas quando crescem em ambientes acolhedores
(BOYCE; ELLIS, 2005). A partir disso, os autores propdem que: 1. O desenvolvimento
infantil em ambientes estressantes aumenta a reatividade ao estresse, o que aumenta a
tendéncia do individuo a responder a ameacas; 2. O desenvolvimento infantil em
ambientes excepcionalmente acolhedores também aumenta a reatividade ao estresse,
aumentando a sensibilidade do individuo aos beneficios sociais e desenvolvimentais
daquele ambiente; e 3. O desenvolvimento infantil em ambientes entre um e outro
extremo diminui a reatividade ao estresse, tamponando o individuo nas mudangas de

contexto ao longo da vida, em momentos de mais ou menos estresse (Figura 3).

Em vista disso, de acordo com a teoria da sensibilidade biologica ao contexto, o que ¢
chamado de “alta reatividade ao estresse” pode levar a diferentes estratégias
comportamentais em diferentes contextos ambientais (ELLIS; BOYCE, 2008). Por
exemplo, criangas reativas que cresceram em ambientes acolhedores podem desenvolver
caracteristicas como aumento de percepc¢ao de si € do seu meio, maior habilidade de
autorregulag@o e mais controle inibitdrio — habilidades que contribuiriam para a absor¢ao
das vantagens ambientais disponiveis. Por outro lado, criangas reativas que cresceram em
ambientes estressantes podem desenvolver maior habilidade de antecipagao de riscos —

caracteristica que pode possibilitar maior desenvoltura em situacdes de ameaca.

Enfim, de acordo com o modelo de Boyce & Ellis, ¢ possivel que um individuo mais
vigilante seja melhor adaptado quando considerado em um contexto ambiental estressor,
enquanto que, em um ambiente protetivo, € possivel atribuir maior adaptabilidade quando
o organismo ¢ mais suscetivel aos recursos sociais € ambientais (ELLIS; BOYCE, 2008).

Portanto, nenhum dos fendtipos ¢ intrinsicamente bom ou ruim, a melhor “estratégia”
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varia de acordo com o ambiente fisico, econdmico e socioemocional do individuo

(TOOLEY; BASSETT; MACKEY, 2021).
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Figura 3. Relacido hipotética entre o estresse no inicio da vida e a reatividade
biologica. De acordo com a hipdtese da reatividade bioldgica ao contexto, ha uma curva
em U no que diz respeito ao estresse no inicio da vida e o fenétipo de reatividade bioldgica
de um organismo. No exemplo esquematizado na figura, se comparados os pontos A
(experiéncia média de estresse no inicio da vida, niveis baixos de reatividade) ¢ B
(experiéncia de alto estresse no inicio da vida, altos niveis de reatividade), seria possivel
concluir que o estresse no inicio da vida ¢ relacionado a uma maior reatividade; por outro
lado, se comparados os pontos C (baixa experiéncia de estresse no inicio da vida, niveis
altos de reatividade) e D (experiéncia de maior, mas ainda baixo, estresse no inicio da
vida, niveis baixos de reatividade), seria plausivel concluir que o estresse no inicio da

vida ¢ associado a uma menor reatividade. (Fonte: BOYCE & ELLIS, 2005)

1.5. Neurodesenvolvimento e estresse
Mesmo que os sistemas de resposta de estresse sejam adaptativos, a exposicao prolongada
a estressores pode levar a efeitos duradouros no funcionamento dos sistemas de resposta
ao estresse e de outros sistemas (KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005). Essa exposi¢io
prolongada ao estresse ¢ especialmente relevante quando se da em periodos sensiveis do
neurodesenvolvimento — dentre eles, o inicio da vida (MARCO; MACRI; LAVIOLA,
2011; MEREDITH, 2015). Em humanos, hd uma forte associacdo entre diferentes tipos
de estresse durante a infancia (e.g. negligéncia, maus-tratos, morte de membro da familia,
abuso sexual, emocional e/ou psicologico, entre outros) e a emergéncia, gravidade e

cronicidade de transtornos de depressio e ansiedade (BJORKENSTAM,;
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VINNERLJUNG; HJERN, 2017; FELITTI ef al., 1998; LI, M.; ARCY; MENG, 2016;
NELSON et al., 2017).

No inicio da vida (em camundongos, especificamente nas primeiras duas semanas pos-
natais), o eixo HPA passa por um periodo de hiporresponsividade ao estresse, no qual a
resposta adrenocortical ¢ dramaticamente reduzida, assim como a concentragdo de
glicocorticoides circulantes (SAPOLSKY; MEANEY, 1986). Essa redugdo de atividade
se deve, pelo menos em grande parte, ao cuidado parental (PLOTSKY; MEANEY, 1993;
SUCHECKI et al., 1995).

Em camundongos, o protocolo de separagdo maternal, no qual os filhotes sdo separados
da mae diariamente durante o periodo pos-natal, ¢ o mais utilizado para o estudo de
estresse no inicio da vida. Apesar da flexibilidade de protocolos, diferengas de linhagens
utilizadas e particularidades nos resultados de cada estudo, a separacdo maternal parece
estar associada a comportamentos tipo-ansiosos e tipo-depressivos, além de alteragdes no
eixo HPA e outros sistemas (NISHI, 2020; TRACTENBERG et al., 2016; WANG, D. et
al., 2020; WATERS; GOULD, 2022; WHITE; KAFFMAN, 2019). No trabalho de
Murgatroyd e colegas (2009), o estresse por separagdo maternal resultou na
hiperresponsividade do eixo HPA em machos, com efeitos duradouros ao longo da vida
(MURGATROYD et al., 2009). Também em machos, outros estudos sugerem maior
suscetibilidade a um segundo estressor na vida adulta (PENA, Catherine J et al., 2017a),
comportamento tipo-depressivo (HUANG et al., 2021; TCHENIO et al., 2017b), tipo-
ansioso ¢ aumento da conectividade de circuitos Amigdala-Hipocampo e Amigdala-
Cortex Pré-Frontal (JOHNSON et al., 2018). Em fémeas, Johnson e colegas (2018)
identificaram um aumento de comportamento tipo-ansioso na vida adulta (JOHNSON et
al., 2018). Em resposta a um outro protocolo de estresse no inicio da vida — repeated
cross-fostering —, alguns estudos identificaram comportamento tipo-depressivo em
machos adultos (SEGNI et al., 2019), enquanto fémeas obtiveram um aumento de
sensibilidade a estimulos aversivos (IACONO et al., 2021) e motivacionais (IACONO et
al.,2021; SEGNI et al., 2019).

E interessante ressaltar que muitas das alteragdes decorrentes do estresse nio sio
observadas apenas na vida adulta, podendo emergir em outros periodos
desenvolvimentais. Alguns trabalhos mostram que pessoas que passaram por estresse na
infancia possuem mais chances de desenvolver transtornos com sintomas internalizantes
precocemente (na infancia e adolescéncia), sendo os niveis de depressao em adolescentes

até maiores que em adultos (INFURNA et al., 2016; LEMOULT et al., 2019; STROUD
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et al., 2019). Essa associacao entre o estresse na infancia e altera¢des desenvolvimentais
durante a adolescéncia também foi encontrada em camundongos. Por exemplo, He e
colegas identificaram comportamento tipo-depressivo em machos e maior suscetibilidade
a segundos estressores em fémeas que passaram por separagao maternal (HE et al., 2020).
Interessantemente, outro trabalho levanta a ideia de que a adolescéncia ndo ¢ apenas uma
época sensivel a fatores de risco, mas também pode desempenhar o papel de uma janela
de interven¢do, dado que o enriquecimento ambiental aliviou o comportamento tipo-
depressivo, em machos estressados, mais acentuadamente quando apresentado

precocemente (HUANG et al., 2021).

No nosso laboratério, o estudo de Medeiros e colegas, usando um protocolo de separacao
maternal de 3 horas diarias (P2-P14), mostrou uma coeréncia de comportamentos tipo-
ansiosos em machos pré-puberes (MEDEIROS ef al., em preparacao). Além disso, o
mesmo estudo avaliou duas varidveis de importancia nos protocolos de separacdo — o
isolamento social (animais separados isoladamente ou com os irmdos de ninhada) e a
previsibilidade do estresse (separacao realizada nos mesmos ou em variados horarios), e
mostrou que ambos possuem influéncia na variagdo comportamental relacionada ao
estresse no inicio da vida, sendo a separagao maternal imprevisivel e com isolamento a
responsavel pela maior alteracao observada em animais adolescentes. Em outro trabalho
do nosso grupo, usando, portanto, este protocolo, foi observado um aumento do
comportamento exploratorio e locomotor de fémeas € um aumento do comportamento

tipo-ansioso e tipo-depressivo em machos pré-puberes (REIS et al., submetido).

Neste estudo, utilizamos um protocolo similar de separagdo maternal — imprevisivel, em
isolamento dos irmaos de ninhada, e entre os dias P2-14, porém com tempo de estresse
aumentado de 3 para 6 horas diarias — para avaliar o processo dindmico de resposta ao
estresse no inicio da vida em diferentes fases desenvolvimentais. Para investigar essa
dindmica ontogénico-comportamental, realizamos os testes comportamentais em animais
adolescentes e adultos. Encontramos que, em animais machos adolescentes, o protocolo
de estresse por separagdo maternal levou a hiperlocomog¢ao no teste de campo aberto,
além de um aumento na laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro na
caixa claro/escuro; diferentemente, fémeas adolescentes exibiram um comportamento de
anedonia social. Quando os mesmos testes foram realizados em animais adultos, a Gnica

alteragdo a permanecer foi a influéncia do fator “estresse” no labirinto em cruz elevado.

Experiéncias iniciais durante a infancia sdo associadas a saude fisica e mental durante a

vida adulta. Exposicdo a fortes estressores no nivel individual — como abuso fisico,
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emocional ou psicoldgico, negligéncia ou morte de um dos cuidadores —, assim como
ambiente estressores de nivel comunitario — como o baixo status econdmico, aumento do
risco de violéncia, baixo enriquecimento cognitivo por meio de educagdo de baixa
qualidade e falta de acesso a brinquedos ou livros infantis — podem afetar a possibilidade
de um desenvolvimento saudavel. No nosso trabalho, observamos uma resposta sexo-
especifica em camundongos adolescentes que passaram por estresse no inicio da vida,
além de uma mudanga de resposta ao estresse na infancia através da passagem da
adolescéncia para a vida adulta. Com isso, destacamos a importancia do estudo de
diferentes fases desenvolvimentais, e ressaltamos a significdncia de considerar
experiéncias particulares a periodos formativos especificos ao discutir o bem-estar social

e a saude ao longo da vida.

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O neurodesenvolvimento pos-natal ¢ uma janela de intensa reorganizacao de sistemas, na
qual hd uma grande adaptabilidade a mudangas no ambiente junto a maior vulnerabilidade
a fatores de risco para diversos transtornos psiquiatricos. Um desses fatores € a exposi¢ao
a estressores que, além de alterar diversos sistemas, podem influenciar processos

maturacionais do cérebro.

A partir da perspectiva de que essas interagdes figuram um fator de significancia ao se
tratar de organismos, comportamentos e transtornos, a hipétese deste trabalho ¢ de que a
interagao do estresse no inicio da vida com processos desenvolvimentais leva a diferentes

estratégias comportamentais em camundongos jovens e adultos.

3. OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o comportamento de camundongos pré-puberes e

jovens adultos em resposta ao estresse por separacdo maternal.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Avaliar os efeitos do estresse por separacdo maternal no comportamento
exploratdrio de camundongos machos e f€émeas durante a pré-puberdade e o inicio

da vida adulta.
II.  Avaliar os efeitos do estresse por separagdo maternal no comportamento social de
camundongos machos e fémeas durante a pré-puberdade e o inicio da vida adulta.
III.  Avaliar os efeitos do estresse por separa¢do maternal no comportamento tipo-
ansioso de camundongos machos e fémeas durante a pré-puberdade e o inicio da

vida adulta.
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IV.  Avaliar os efeitos do estresse por separacdo maternal no comportamento tipo-
depressivo/desamparo de camundongos machos e f€émeas durante a pré-puberdade

e 0 inicio da vida adulta.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais Experimentais
Para o desenvolvimento deste trabalho, utilizamos camundongos fémeas wild-type da
linhagem C57BL/6J e machos da linhagem C57BL/6J CX3CR1:GFP+/+ como matrizes
dos cruzamentos experimentais. Os cruzamentos foram realizados na propor¢ao de 2 a 3
fémeas por macho e, ao final da gestacdo, as fémeas eram transferidas para caixas
individuais. O dia do nascimento dos filhotes era considerado o dia pds-natal 1 (P1).
Todos os filhotes decorrentes desse cruzamento possuem o gendtipo heterozigdtico
(CX3CRI1:GFP/+/-), e as ninhadas foram mantidos com as maes até o 23° dia pos-natal

(P23).

Todos os animais foram mantidos em estantes ventiladas, com temperatura ambiente de
22+1°C e umidade 40-70%, em ciclo claro-escuro de 12/12 horas, com livre acesso a
racdo e agua, e todos os experimentos foram realizados sob aprovagao prévia do Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo n°

99/2022.

Tabela 1 — Distribui¢do de ninhadas e animais para cada grupo experimental

Idade Sexo Grupo Numero de Ninhadas Numero Amostral
P30 Fémeas Controle 4 13
Separagao Maternal 3 6
Machos Controle 4 12
Separacao Maternal 3 10
P60 Fémeas Controle 6 18%
Separacdo Maternal 7 16*
Machos Controle 6 23%
Separagdo Maternal 7 25%

* O niimero representado na tabela ¢ o nimero total de animais, porém, devido a perda de videos,
estes grupos possuem diferentes nimeros amostrais para cada teste comportamental, sempre com

0 minimo de 12 animais.
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4.2. Protocolo Experimental
As ninhadas foram randomicamente incluidas no grupo controle ou experimental
(Separacdo Maternal - SM), em dois blocos experimentais de acordo com o periodo

desenvolvimental a ser avaliado (pré-puberdade ou inicio da vida adulta), da seguinte

forma:
L Animais pré-puberes:
a. Controle: animais que ndo passaram pelo protocolo de separagdo maternal,
e foram testados no intervalo do P28 ao P31.
b. SM: animais que passaram pelo protocolo de separagdo maternal, e foram
testados no intervalo do P28 ao P31.
IL Animais jovens adultos:

c. Controle: animais que nao passaram pelo protocolo de separagao maternal,
e foram testados no intervalo do P58 ao P61.
d. SM: animais que passaram pelo protocolo de separagdo maternal, e foram

testados no intervalo do P58 ao P61.

O protocolo de SM utilizado consistiu na separagao de cada filhote da mae e irmaos de
ninhada, por 6 horas diarias durante 13 dias (P2-P14), em horarios randomizados dentro
do ciclo claro dos animais (Figura 4). Durante o protocolo, os filhotes foram mantidos em
uma caixa iluminada e com isolamento acustico, em potes individuais com maravalha

limpa, e aquecidos em banho-maria na temperatura de 32+2°C.

Testes
Comportamentais

 —

d@ |— P28—3124h

| 2h
P4 P23 |
, | P58-61

Separagdo Maternal Desmame

Figura 4. Representacio do protocolo experimental. Os animais passaram pelo
protocolo de separagdo maternal de 6h/dia entre o P2 e o P14. O primeiro bloco
experimental passou pelos testes comportamentais entre os dias P28 e P31, compondo o
grupo de animais adolescentes; o segundo bloco experimental foi testado entre os dias

P58 e P61, compondo o grupo de animais jovens adultos. Os tecidos foram coletados no
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dia seguinte ao fim dos testes comportamentais, ¢ armazenados para analises futuras.

(Fonte: elaborado pela autora)

4.3. Testes Comportamentais
Animais Controle ¢ SM dos grupos pré-pubere (P28-31) e jovem adulto (P58-31)
passaram pelos testes comportamentais ao longo de 4 dias, de forma em que os testes de
Campo Aberto e Preferéncia Social foram realizados no primeiro dia, a Caixa
Claro/Escuro no segundo dia, o Labirinto em Cruz Elevado no terceiro dia e, por fim, o

teste de Nado Forg¢ado no quarto e ultimo dia.

Todos os testes foram realizados no inicio do dia, exceto o teste de Preferéncia Social
que, devido ao tempo de habituagdo e treino, foi deslocado para o periodo da tarde. No
inicio de cada dia de teste, os animais eram habituados as condi¢cdoes da sala de
experimentacdo por um periodo minimo de 30 minutos. Todos os aparatos foram
higienizados com Alcool 70% entre um animal e outro, e os animais foram manipulados
na palma da mao dos experimentadores ou com o auxilio de um tubo de plastico branco

para minimizar o estresse de manipulacdo (MARCOTTE et al., 2021).

4.3.1. Teste de Campo Aberto
O teste de Campo Aberto foi utilizado para avaliar o comportamento motor/exploratorio
dos animais, e consiste em uma caixa de acrilico com dimensdes de 50x50 cm, com
paredes brancas e o chdo marcado com divisdes em quadrantes, constituindo o centro e
as periferias do aparato. Cada animal foi testado individualmente por 10 minutos, nos
quais eram livres para explorar a caixa (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009; PRUT;
BELZUNG, 2003; WALSH; CUMMINS, 1976). Os parametros analisados foram a
distancia total percorrida, o tempo ¢ o nimero de entradas no centro e na periferia, € o

numero de cruzamento entre as duas regioes.

4.3.2. Teste de Preferéncia Social
O teste de Preferéncia Social ¢ composto por trés fases: habituacdo, treino e teste. Na
sessdo de habituagdo, o animal é convencionalmente colocado em uma caixa para livre
exploragdo por, pelo menos, 10 minutos. Dessa forma, utilizamos o teste de Campo
Aberto como habituacdo ao aparato e a mesma caixa foi utilizada nas demais fases do

teste de Preferéncia Social.

Para a sess@o de treino, foram introduzidos dois cilindros em cantos opostos da caixa,

ambos vazios e com paredes perfuradas em rede, de forma a ndo isolar o ambiente interno.



30

Cada animal foi novamente deixado livre para explorar a caixa e 0s novos objetos durante

10 minutos.

Na sessao de teste, foi introduzido um estimulo em cada cilindro, sendo: um estimulo
social (animal coespecifico de mesmo sexo do animal experimental); e um estimulo nao-
social (uma peca de Lego). Mais uma vez, o animal experimental ¢ deixado livre para
explorar os estimulos por mais 10 minutos (KAIDANOVICH-BEILIN et al., 2010;
REIN; MA; YAN, 2020; YANG; SILVERMAN; CRAWLEY, 2011). Foi analisado o
tempo que o animal passa explorando o estimulo ndo-social, € o tempo explorando o
estimulo social — consideramos como exploragdo os momentos em que o animal
experimental esta a menos de 2 cm de distancia e com o focinho direcionado ao cilindro

contendo o coespecifico ou o objeto.

4.3.3. Caixa Claro/Escuro
A Caixa Claro/Escuro ¢ utilizada para avaliar o comportamento tipo-ansioso, € €
composta por dois compartimentos, um claro (ocupando 2/3 da caixa, com paredes
brancas) e um escuro (ocupando 1/3 da caixa, coberto e com paredes pretas), interligados

por uma abertura através da qual o animal pode transitar entre os compartimentos.

Para o teste, os animais foram colocados individualmente no compartimento claro, com
a cabeca direcionada para o compartimento escuro. A duracao do teste ¢ de 5 minutos,
contabilizados apds a primeira entrada no compartimento escuro. Apds o posicionamento
do animal no aparato, contabilizamos a laténcia até a primeira entrada no compartimento
escuro. Além disso, foram analisados o nimero de entrada, o tempo total e o tempo médio

de permanéncia em cada compartimento.

4.3.4. Labirinto em Cruz Elevado
O Labirinto em Cruz Elevado também ¢ aplicado para a testagem de comportamento tipo-
ansioso, e consiste em labirinto de acrilico elevado a 30 cm do solo, composto por quatro
bracos de 30 cm de comprimento, sendo dois abertos e dois fechados. Para o teste, cada
animal foi posicionado no centro do aparato, com a cabega direcionada para um dos
bragos abertos, e deixados para explorar o labirinto durante 5 minutos (ESPEJO, 1997;
MONTGOMERY, 1955; PELLOW et al., 1985; WALF; FRYE, 2007). Os parametros
analisados foram o niimero de entradas e o tempo passado nos bragos abertos, no centro
e nos bragos fechados do labirinto, o nimero de cruzamentos entre as regides € o tempo

médio de permanéncia nos bragos abertos.
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4.4. Eutanasia e Coleta de Amostras
Todos os animais foram eutanasiados no dia seguinte a finalizagdo dos testes
comportamentais: os pré-puberes no P32, e os jovens adultos no P62. Apods anestesiados
com uma combinagdo de Xilazina (10 mg/kg) e Cetamina (100 mg/kg) diluidas em

solugdo salina, os animais eram divididos em 2 grupos para coleta de amostras:

L Perfusdo transcardiaca com 10 ml de tampao Fosfato-Salina [PBS: 0,1 M
(0,387M NaH2P0O4.H20, 0,612M Na2P04.7H20, 1,4 M NaCl); pH de 7,4] e
10 ml de paraformaldeido (PFA) 4% diluido em PBS. Apds a perfusdo, os
cérebros dos animais foram retirados e armazenados na temperatura de 4°C
em solugdo de PFA 4% e, em seguida, em solugdo de sacarose 30% em agua.
IL Perfusao transcardiaca com 10 ml de PBS, seguida de retirada do cérebro dos
animais e alocagdo tempordaria a -20°C. Poucos minutos depois, os cérebros
foram dissecados com o auxilio de uma matriz para corte de cérebro (EFF 511,
Insight), as dissec¢des inseridas em microtubos contendo cocktail de
inibidores de protease (tabletes, Roche) e, em seguida, congeladas em

nitrogénio liquido antes de armazenamento a -80°C.

4.5. Analises Estatisticas
Todos os dados estdo representados pelos valores de média, mediana, intervalos
interquartis e os pontos minimos ¢ maximos da distribuicao. Para analise dos efeitos do
estresse por separacao maternal, do sexo, e das interagdes entre os dois fatores, utilizamos
o teste de analise de variancia para dois fatores (Two-Way ANOVA), seguido pelo teste
post-hoc de Tukey. No teste de Preferéncia Social, utilizamos o teste t de Student para
comparacdo do tempo de exploracdo entre estimulos sociais € ndo sociais. O grau de

significancia considerado em todos os testes foi de p<0.05.

5. RESULTADOS

5.1. O estresse por separacio maternal leva a hiperlocomo¢io em camundongos
machos no inicio da adolescéncia

No teste de campo aberto, observamos um aumento de comportamento

motor/exploratorio apenas em machos adolescentes que passaram pelo protocolo de

separacdo maternal. Essa alteracdo foi observada tanto em compara¢do a machos controle

(Figura 5A; F= 1,311; p= 0.016), quanto em comparacdo a fémeas que passaram pela

separacdo maternal (Figura 5A; F= 3,097; p= 0.017). Além disso, o teste de Two-Way

ANOVA mostrou uma interacdo entre os fatores “sexo” e “exposi¢do ao estresse” no
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mesmo parametro (Figura 5A; F= 4,761; p= 0.036). Nao observamos alteragdes
significativas no numero de cruzamentos entre o centro e a periferia, nem no tempo ou

numero de entradas em cada regido.
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Figura 5. Efeitos do estresse por separacio maternal em camundongos adolescentes
no teste de Campo Aberto. Comportamento motor/exploratorio de camundongos no P28
em resposta ao estresse no inicio da vida (P2-14). (A) Camundongos machos apresentam
aumento na distancia percorrida nos 10 minutos totais de teste; os animais ndo apresentam
alteragdes comportamentais no (B) nimero de cruzamentos entre centro e periferia da
caixa; (C) no tempo passado no centro ou (D) na periferia; € nem no nimero de entradas
(E) no centro ou (F) na periferia. Os dados est@o representados pelo valor da mediana, o
intervalo interquartil € os valores minimos € maximos; a cruz representa a média, e todos
os pontos estdo representados por simbolos. Os dados foram analisados usando o teste

Two-Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey; *p<0.05.

5.2. Camundongos fémeas que passaram pelo estresse de separacio maternal
apresentam auséncia de preferéncia por estimulo social durante a
adolescéncia

Durante a adolescéncia, hd um aumento fisioldogico de comportamentos sociais,
importantes para a formagao do repertorio comportamental mais tarde na vida (KOPEC

et al.,2018). No teste de preferéncia social, observamos que os animais do grupo controle
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possuem maior preferéncia pelo estimulo social do que pelo estimulo ndo social (Figura
6B-C; fémeas: t=2.831, 24 d. f., p= 0.009; machos: t=2.350, 20 d. f., p= 0.02). No grupo
SM, a preferéncia social ¢ mantida em animais machos (Figura 6C; t=3.747, 18 d. f,, p=

0.001), mas ndao em fémeas.
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Figura 6. Teste de Preferéncia Social em camundongos machos e fémeas adolescentes
que passaram por estresse na infancia. Comportamento social de camundongos no P28
em resposta ao estresse de separacdo maternal no inicio da vida (P2-P14). (A)
Representagao do aparato de teste. (B) Fémeas do grupo SM nao possuem preferéncia por
explorar o estimulo social. (C) Machos do grupo controle € SM passam mais tempo
explorando o estimulo social do que o ndo social. Os dados estao representados pelo valor
da mediana, o intervalo interquartil € os valores minimos € maximos; a cruz representa a
média, e todos os pontos estdo representados por simbolos. Os dados foram analisados

usando o teste t de Student; *p<0.05.

5.3. Camundongos machos adolescentes expostos ao estresse de separac¢io
maternal possuem maior tempo de laténcia para a primeira entrada no
escuro na Caixa Claro/Escuro

Na caixa claro/escuro, observamos um aumento no tempo de laténcia para a primeira
entrada no compartimento escuro apenas em machos adolescentes que passaram pelo
protocolo de separagdao maternal (Figura 7A; F= 6,244; p= 0.049). A analise de variancia
também identificou que o fator “sexo” influenciou o nimero de entradas (Figura 7C; F=
4,982; p= 0.032), e a média de permanéncia no compartimento escuro (Figura 7D; F=
6,414; p= 0.016); além de que o fator “exposicdo ao estresse” levou os animais que
passaram pela separagdo maternal a uma diminui¢do de tempo no compartimento escuro
(Figura 7B; F=4,433; p= 0.042). Nao observamos alteracdes significativas no tempo,

numero de entradas ou média de permanéncia no compartimento claro.
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Figura 7. Efeitos do estresse por separacio maternal em camundongos adolescentes
na Caixa Claro/Escuro. Comportamento tipo-ansioso de camundongos no P29 em
resposta ao estresse no inicio da vida (P2-14). (A) Camundongos machos apresentam
aumento no tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro. Apesar
de ndo apresentarem alteragcdes grupo-especificas, o fator “sexo” influenciou o niimero
de entradas (B: p=0.03) e a média de permanéncia no compartimento escuro (D: p=0.01),
e o fator “estresse” influenciou o tempo passado no compartimento escuro (C: p= 0.04),
mostrando que camundongos machos passaram menos tempo no compartimento a cada
entrada. Nao observamos nenhuma alteracao ou diferenga etologica comportamental nos
parametros (E) tempo, (F) nimero de entradas ou (G) na média de permanéncia no
compartimento claro. Os dados estdo representados pelo valor da mediana, o intervalo
interquartil e os valores minimos € maximos; a cruz representa a média, e todos os pontos
estdo representados por simbolos. Os dados foram analisados usando o teste Two-Way

ANOVA, seguido pelo teste de Tukey; *p<0.05.

5.4. O fator “exposicio ao estresse” influencia o comportamento de
camundongos adolescentes no Labirinto em Cruz Elevado

No labirinto em cruz elevado, o fator “exposi¢do ao estresse” influenciou o numero de

entradas nos bracos fechados (Figura 8D; F= 6,788; p=0.013), o nlimero de entradas no

centro do labirinto (Figura 8G; F= 4,558; p= 0.04) e o nimero de cruzamentos entre as

regides (Figura 8H; F= 4,190; p= 0.048), indicando que os animais que passaram pelo

estresse de separacdo maternal entraram menos nos bracgos fechados e no centro do

labirinto, além de terem cruzado menos entre as regides. Nao observamos alteracdes
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significativas no tempo, nimero de entradas ou média de permanéncia nos bragos abertos,

no tempo nos bracos fechados, ou no tempo no centro do aparato.
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Figura 8. Efeitos do estresse por separacio maternal em camundongos adolescentes
no Labirinto em Cruz Elevado. Comportamento tipo-ansioso de camundongos no P30
em resposta ao estresse no inicio da vida (P2-14). (A-H) Nao observamos alteracdes
comportamentais em nenhum dos parametros analisados pelo teste post-hoc; porém, na
analise de variancia, o fator “estresse” influenciou o nimero de entradas nos bragos
fechados (D: p=0.01), o nimero de entradas no centro do labirinto (G: p= 0.04) e o
namero de cruzamentos entre as regides (H: p= 0.04), de forma que os animais que
passaram pelo estresse de separacdo maternal entraram menos nos bragos fechados e no
centro do labirinto, além de terem cruzado menos entre as regides. Os dados estdo
representados pelo valor da mediana, o intervalo interquartil € os valores minimos e
maximos; a cruz representa a média, ¢ todos os pontos estao representados por simbolos.
Os dados foram analisados usando o teste Two-Way ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey; *p<0.05.

5.5. Animais adultos nio apresentam alteracées no teste de Campo Aberto em
resposta a Separacio Maternal
Quando os testes foram realizados em animais jovens adultos, ndo observamos nenhuma
alteracdo ou diferenca etolégica em nenhum dos parametros analisados no teste de campo
aberto, incluindo a distancia total percorrida, o nimero de cruzamentos entre o centro € a

periferia, e o tempo e numero de entradas em cada uma das regioes.
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Figura 9. Efeitos do estresse por separacio maternal em camundongos adultos no
teste de Campo Aberto. Comportamento motor/exploratorio de camundongos no P58
em resposta ao estresse no inicio da vida (P2-14). Nao observamos nenhuma altera¢ao ou
diferenca etologica em nenhum dos parametros analisados, sendo eles (A) a distancia
percorrida nos 10 minutos totais de teste; (B) o nimero de cruzamentos entre centro e
periferia da caixa; (C) o tempo passado no centro ou (D) na periferia; (E) o numero de
entradas no centro ou (F) na periferia. Os dados estdo representados pelo valor da
mediana, o intervalo interquartil e os valores minimos € maximos; a cruz representa a
média, e todos os pontos estdo representados por simbolos. Os dados foram analisados

usando o teste Two-Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey; *p<0.05.

5.6. Animais adultos que passaram por separacio maternal possuem preferéncia
por estimulo social no teste de Preferéncia Social

Em camundongos adolescentes, observamos que fémeas do grupo SM perderam a
preferéncia social caracteristica da adolescéncia. Em animais adultos, por outro lado,
nossos resultados mostram que os animais expostos ao estresse de separagdo maternal no
inicio da vida passam mais tempo explorando o estimulo social do que o estimulo ndo
social (Figura 10B-C; machos: t=4.481, 31 d. ., p= <0.001; f€meas: t= 2,661, 30 d. £,
p=0.012).
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Figura 10. Preferéncia Social em camundongos machos e fémeas adultos que
passaram por estresse de separacdo maternal durante a infincia. Comportamento
social de camundongos no P58 em resposta ao estresse de separagdo maternal no inicio
da vida (P2-P14). (A) Representacao do aparato de teste. (B-C) Fémeas e machos do
grupo SM passam mais tempo explorando o estimulo social em comparagdo ao estimulo
nao social. Os dados estdo representados pelo valor da mediana, o intervalo interquartil e
os valores minimos e maximos; a cruz representa a média, e todos os pontos estdo
representados por simbolos. Os dados foram analisados usando o teste t de Student;

*p<0.05.

5.7. Camundongos machos e fémeas adultos que passaram por estresse na
infincia nido possuem alteracées comportamentais na Caixa Claro/Escuro

Os animais jovens adultos ndo apresentaram nenhuma alteragdo comportamental ou

diferenca etologica em nenhum dos parametros na caixa claro/escuro. Os parametros

analisados foram o tempo de laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro,

e o tempo, nimero de entradas e média de permanéncia em cada um dos compartimentos.
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Figura 11. Efeitos do estresse por separacio maternal em camundongos adultos na
Caixa Claro/Escuro. Comportamento tipo-ansioso de camundongos no P59 em resposta
ao estresse no inicio da vida (P2-14). Os animais ndo apresentaram em nenhum dos
parametros analisados, sendo eles (A) a laténcia para a primeira entrada no escuro; (B) o
tempo, (C) o mimero de entradas e (D) a permanéncia no compartimento escuro; (E) o
tempo, (F) o nimero de entradas e (G) a permanéncia no compartimento claro. Os dados
estdo representados pelo valor da mediana, o intervalo interquartil e os valores minimos
€ maximos; a cruz representa a média, e todos os pontos estao representados por simbolos.
Os dados foram analisados usando o teste Two-Way ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey; *p<0.05.

5.8. O estresse na infincia e o sexo foram fatores relevantes para o
comportamento de camundongos adultos no Labirinto em Cruz Elevado

No labirinto em cruz elevado, o fator “exposicao ao estresse” influenciou o niimero de
entradas nos bragos fechados (Figura 12D; F=6,203; p=0.016), sendo que os animais que
passaram pela separacao maternal entraram menos vezes, € o fator “sexo” influenciou a
média de permanéncia nos bragos abertos (Figura 12E; F= 5,871; p=0.019), sendo este
tempo menor em machos jovens adultos. Nenhuma alteracao significativa foi observada
no tempo, no nimero de entradas ou na média de permanéncia nos bragos abertos ou no
centro do aparato, assim como nao houveram alteragdes no tempo passado nos bracos

fechados ou no nimero de cruzamentos entre regioes distintas.
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Figura 12. Efeitos do estresse por separacio maternal em camundongos adolescentes

no Labirinto em Cruz Elevado. Comportamento tipo-ansioso de camundongos no P30
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em resposta ao estresse no inicio da vida (P2-14). (A-H) Nao observamos alteracdes
comportamentais em nenhum dos pardmetros analisados pelo teste post-hoc; porém, na
analise de variancia, o fator “estresse” influenciou o nimero de entradas nos bracos
fechados (D: p=0.01), sendo que os animais que passaram pela separacdo maternal
entraram menos vezes, ¢ o fator “sexo” influenciou a média de permanéncia nos bragos
abertos (E: p=0.01), sendo este tempo menor em machos. Os dados estdo representados
pelo valor da mediana, o intervalo interquartil e os valores minimos € maximos; a cruz
representa a média, e todos os pontos estdo representados por simbolos. Os dados foram

analisados usando o teste Two-Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey; *p<0.05.

6. DISCUSSAO

O inicio da vida ¢ um periodo critico para o desenvolvimento do cérebro e do
comportamento, no qual ha um rapido e constante remodelamento de sinapses e de
circuitos neurais (LUPIEN et al., 2009; NEMEROFF, 2016). Essa flexibilidade ¢ muito
importante para a adaptacdo ao contexto ambiental, porém a exposi¢do prolongada a
estressores durante esse periodo é particularmente significativa (MARCO; MACRI;
LAVIOLA, 2011; MEREDITH, 2015). Em humanos, ha uma forte associagdo entre
diferentes tipos de estresse durante a infancia (e.g. negligéncia, maus-tratos, morte de
membro da familia, abuso sexual, emocional e/ou psicologico, baixo status
socioecondmico, entre outros) € a emergéncia, gravidade e cronicidade de transtornos de
depressio e ansiedade (BJORKENSTAM; VINNERLJUNG; HJERN, 2017; FELITTI et
al., 1998; LI, M.; ARCY; MENG, 2016; NELSON et al., 2017).

Neste estudo, analisamos a influéncia do estresse durante a infancia no comportamento
exploratorio, social e tipo-ansioso durante a adolescéncia ¢ o inicio da vida adulta de
camundongos machos e fémeas. Os nossos resultados mostram uma mudanca de resposta
ao estresse na infancia através da passagem da adolescéncia para a vida adulta, e ressaltam
uma dinamica de padrao comportamental sexo-especifica. Enquanto fémeas adolescentes
apresentaram anedonia social em resposta ao protocolo de separa¢dao maternal, machos
apresentaram uma hiperlocomocao e um aumento do tempo de laténcia para o primeiro

escape em ambiente aversivo — alteragdes que ndo se mantiveram até a vida adulta.

Relativamente poucos estudos analisaram diretamente os efeitos comportamentais da
separacdo maternal em camundongos adolescentes, e ha uma variacdo consideravel nos
resultados obtidos (BIAN, Y. et al., 2015; GRACIA-RUBIO et al., 2016; INIGUEZ et al.,
2014; MACRI; LAVIOLA, 2004; MARCO et al., 2009; SHIN, Sang Yep et al., 2019).
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Neste trabalho, camundongos machos adolescentes expostos ao estresse por separacao
maternal apresentaram uma hiperlocomocao no teste de campo aberto e um aumento de
laténcia para a primeira entrada no compartimento escuro na caixa claro/escuro —
alteragdes que ndo se mantiveram em animais testados na vida adulta. O nosso padrao de
resposta observado ¢ consonante com alguns trabalhos e dissonante de outros. No
trabalho de He e colegas, por exemplo, a separagdo maternal de 4 horas diarias, entre o
P2-12, ndo levou a comportamento tipo-ansioso em camundongos machos ou fémeas,
mas levou a um comportamento tipo-depressivo em machos (HE et al., 2020); assim
como no nosso estudo, nenhum desses efeitos permaneceu até a vida adulta. Outros
trabalhos também observaram um comportamento tipo-depressivo e alteragcdes de
comportamento tipo-ansioso durante a adolescéncia apds a separagdo maternal (3 horas
diarias entre o P2-21, ou 4 horas didrias entre o P1-20), porém poucos mantiveram efeitos
até a vida adulta (BIAN, Y. ef al., 2015; CHEN, Yiwen et al., 2022). Por outro lado,
diferentes estudos, apos um protocolo de separagdo maternal de 4 horas diérias, do P2-
20, observaram um aumento de comportamentos tipo-ansiosos € um aumento de
agressividade, enquanto que nao observaram alteragdes no comportamento tipo-
depressivo (SHIN, S.Y. ef al., 2016; SHIN, Sang Yep et al., 2019). Em ratos, diversos
estudos dos efeitos da separagao maternal no comportamento adolescente encontraram
diminuicdo de comportamentos tipo-ansiosos, aumento de comportamentos tipo-
depressivos, ou ndo encontraram alteragdes significativas em nenhum desses tipos de
comportamento (BANQUERI; MENDEZ; ARIAS, 2017; BIAN, Y. et al., 2015;
LEUSSIS et al., 2012; LUKKES et al., 2017; WANG, Q. et al., 2015; YOO et al., 2013).
Estudos anteriores do nosso grupo, utilizando um protocolo de separacao maternal de 3
horas diarias entre os dias P2-14, mostraram uma coeréncia de comportamentos tipo-
ansiosos em machos pré-puberes (MEDEIROS et al., em preparagdo; REIS et al.,
submetido), além de comportamento tipo-depressivo, € aumento do comportamento
exploratorio e locomotor de fémeas (REIS et al., submetido), porém, nestes trabalhos
anteriores, ndo foi avaliada a resposta ontogénico-comportamental, tornando impossivel
discutir respostas de longo prazo ao longo do desenvolvimento. No presente estudo, o
tempo de separa¢do maternal foi aumentado de 3 para 6 horas didrias, o que levou a
diferentes resultados no comportamento de animais adolescentes: em machos,
observamos uma hiperatividade no teste de campo aberto e um maior tempo de laténcia
para a primeira fuga para o escuro na caixa claro/escuro; em fémeas, observamos a

presenca de anedonia social.
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Estudos diferentes encontraram aspectos distintos de comportamentos anedonicos em
ratos adolescentes que experienciaram estresse no inicio da vida, como redugdo de
preferéncia por sacarose e diminui¢ao de social play (BOLTON et al., 2018a; MOLET, J
et al., 2016; SHU et al., 2015). Interessantemente, em estudos com ratos adultos, o
estresse por separagdo maternal, por si s6, ndo resulta na perda de preferéncia por
sacarose, porém cria uma susceptibilidade que pode levar a alteracdes comportamentais
apos um segundo estressor na vida adulta (HILL ez al., 2014; UCHIDA et al., 2010). Estes
resultados sdo consoantes com a hipotese “two-hitf”’, ou de dois fatores de estresse. A
hipotese two-hit sugere que uma experiéncia especifica pode levar a um priming de
determinado sistema, de forma que este responderia de forma exacerbada a uma segunda
experiéncia — em outras palavras, uma experiéncia prévia interferiria na resposta do
organismo a uma experiéncia posterior (CALCIA et al., 2016; HICKIE et al., 2009). No
trabalho de Pefia e colegas, por exemplo, o estresse no inicio da vida levou a uma
susceptibilidade a comportamentos tipo-depressivos apenas apds um segundo estressor
na vida adulta, tanto em machos quanto em fémeas (PENA, Catherine J. et al., 2017b;
PENA, Catherine Jensen; NESTLER; BAGOT, 2019). Em um outro trabalho do mesmo
grupo, os resultados indicaram que o estresse no periodo pds-natal levou a um aumento
de plasticidade em regides limbicas do cérebro, aumento este que foi revertido no nicleo
accumbens e no cortex pré-frontal de machos apds o segundo estressor na vida adulta, e

aumentado no cortex pré-frontal de fémeas (PENA, Catherine Jensen et al., 2019).

Neste estudo, também observamos uma mudanga de resposta ao estresse na infancia
através da passagem da adolescéncia para a vida adulta, de forma que alteracdes
decorrentes do estresse previamente observadas em animais adolescentes nao foram
observadas em animais adultos. De fato, quando comparado a adultos, o cérebro
adolescente pode ser hiperresponsivo quando desafiado, como ¢ o caso do nucleo
accumbens e da amigdala frente a estimulos negativos e positivos (ERNST et al., 2005;
GUYER et al, 2008). Ainda, ja foi observado que, injetados com a mesma dose
(equivalente ao peso) de corticosterona, a alteragdo hipocampal de expressdo génica ¢
maior em adolescentes do que em adultos (LEE, P. R.; BRADY; KOENIG, 2003;
ROMEDO, 2013). Nos resultados obtidos neste estudo, animais adolescentes manifestam
alteragdes comportamentais ndo encontradas em animais adultos. Portanto, ndo
descartamos a possibilidade de que as alteracdes comportamentais observadas em

adolescentes sejam decorrentes de sistemas momentaneamente hiperresponsivos, mas
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que, na fase adulta, esses sistemas estejam em estado de priming no que tange a segundos

estressores.

A adolescéncia, em si, € caracterizada como um periodo transicional entre a infancia e a
vida adulta e, ao longo de todo esse periodo, acontece a maturagao de regides corticais e
limbicas do cérebro (CASEY; JONES; HARE, 2008). A maturagdo prolongada do cérebro
permite uma alta responsividade a estimulos ambientais, criando uma dinamicidade que,

durante a adolescéncia, se deve em parte ao processo de poda sinaptica.

A célula mais fortemente envolvida no processo de poda ¢ a microglia, uma célula
parenquimatica, residente no sistema nervoso central, altamente responsiva a alteracdes
no microambiente cerebral — caracteristica que se reflete em sua plasticidade morfolégica,
estrutural e molecular (PAOLICELLI et al., 2022). Nosso grupo ja observou, em um
diferente estudo, que o estresse por separacdo maternal resulta na diminui¢ao de tamanho
e complexidade microglial no hipocampo ventral de camundongos fémeas no P15,
tornando essas células morfologicamente similares ao basal observado em machos
(ARABE et al., em preparagio). As microglias das fémeas do grupo controle diminuem
de tamanho entre o P15 e o0 P30, porém, no grupo que passou pelo estresse maternal, essas
células ja se encontram menores ¢ menos complexas no P15, o que pode sugerir uma
aceleracdo desenvolvimental nas microglias hipocampais de fémeas. Ainda, outras
analises sugerem que fémeas expostas ao estresse por separagdo maternal possuem
morfologia microglial similar no P15 e P30, mas ambas sao diferentes das fémeas do
grupo controle no P30. Esses resultados indicam que, ainda que de forma nao elucidada,
a separagao maternal durante o inicio da vida influencia o trajeto desenvolvimental das

microglias hipocampais em camundongos fémeas.

As células microgliais sdo altamente sensiveis a estressores. Em fémeas que passaram
pelo protocolo de separagao maternal, mas ndo em machos, foi encontrado um aumento
de tamanho celular microglial no P42, além de comportamento tipo-depressivo
(BACHILLER et al., 2020). A revisao de Stein e colegas (2017) aborda o envolvimento
das micrdglias nos comportamentos tipo-depressivo e tipo-ansioso causados pelo estresse
de derrota social (STEIN et al., 2017). Nesse ambito, o trabalho de Tong e colegas (2017)
contribui com uma ligag@o entre o estresse cronico e alteragdes microgliais identificadas
em animais com comportamento tipo-depressivo, demonstrando que diferentes
protocolos de estresse levaram ao mesmo padrao de resposta (TONG et al., 2017). No
trabalho de Dayananda e colegas (2023), foi observado que o estresse na infincia levou

a alteragdes em marcadores relacionados a poda neural, tanto em machos quanto em
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fémeas (DAYANANDA et al., 2023). Bolton e colaboradores (2022) também mostraram
que o estresse no inicio da vida causou a uma diminui¢do de fagocitose sindptica pela
microglia, o que levou a um aumento de sinapses excitatdrias em neurdnios que
expressam CRH no hipotidlamo e, por fim, a uma hiperreatividade ao estresse na vida

adulta (BOLTON et al., 2022).

E compreendido que a microglia estd envolvida em uma variedade de processos
neurodesenvolvimentais e homeostaticos, incluindo a sinaptogénese, regulagdo da
apoptose neuronal, fagocitose de detritos celulares, controle de atividade neuronal e,
como previamente mencionado, a poda neural (BADIMON et al., 2020; MALLYA et al.,
2019; PAOLICELLI et al., 2011b; SOMINSKY; LUCA; SPENCER, 2018; THION;
GAREL, 2020; TREMBLAY et al., 2011; WU et al., 2015). A amplitude de seus efeitos
molda a estrutura do desenvolvimento do cérebro, impactando o organismo em diferentes
niveis, inclusive no padrao comportamental. Schalbetter e colegas (2022) mostraram que
a deplecdo microglial durante a adolescéncia altera comportamentos sociais, extingdo de
memoria de medo e desempenho em tarefas cognitivas em camundongos machos
(SCHALBETTER et al., 2022). Também na adolescéncia, Kopec e colegas (2018)
mostraram que a eliminagao de receptores dopaminérgicos pela micréglia molda o padrao
de comportamentos sociais em ratos machos, e influencia esses processos de forma ainda

indefinida em fémeas (KOPEC et al., 2018).

Os resultados do nosso trabalho sugerem que, assim como nos estudos mencionados
acima, algum processo desenvolvimental durante a adolescéncia levou a uma alteracao
de resposta ao estimulo estressor apresentado no inicio da vida. Considerando que nosso
grupo ja observou uma alteragdo de morfologia microglial apos o estresse de separacao
maternal, levantamos a hipotese de que alteracdes microgliais podem ter influenciado o
processo de poda neural durante a adolescéncia e, de alguma forma ainda ndo elucidada,
levado a mudanga de resposta comportamental entre os animais adolescentes e adultos.
Neste estudo, foram utilizados camundongos transgénicos CX3CR1:GFP+/-, animais que
possuem um alelo do gene cx3cll, que codifica um receptor proeminentemente expresso
em micrdglias no cérebro saudavel, substituido por um gene que codifica a expressao de
EGFP — portanto, permitindo a exploracdo posterior da fungao microglial na continuidade

do projeto de pesquisa (JUNG et al., 2000).

No que diz respeito a resultados comportamentais, apesar do grande nimero de estudos
conduzidos em adultos, os resultados dos efeitos da separagdo maternal também sdo

muito diversos, e até contraditorios (TRACTENBERG et al., 2016). Se ndo sdo
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observados efeitos comportamentais em alguns estudos, com protocolos de separacio de
3 horas diérias do P1-13 ou do P1-14 (MILLSTEIN; HOLMES, 2007), outros observam
comportamentos tipo-ansioso e tipo-depressivo, com protocolos de separagdo maternal
de 3 horas diarias do P1-21, do P1-14, ou 6 horas diarias do P7-15 (LESSE et al., 2017,
ROMEO et al., 2003; TCHENIO et al., 2017a). Destes estudos, nenhum observou a
dindmica desenvolvimental, portanto ndo & possivel saber se algum efeito transiente

durante a adolescéncia teria sido observado.

Os motivos por tras da grande variacdo de resultados obtidos em estudos de separagdao
maternal ndo sdo bem elucidados, mas uma possibilidade ¢ a também grande variacao de
protocolos. Diversos trabalhos mostram que as caracteristicas singulares de um protocolo
de separacao maternal (como linhagem utilizada, tempo de separagdo maternal, periodo
pos-natal escolhido, nivel de manipulagdo dos animais, etc.) podem interferir nos
resultados observados (ANDERSEN, 2015; KEMBER et al., 2012; KUNDAKOVIC et
al., 2013; MILLSTEIN; HOLMES, 2007; MOLET, Jenny et al., 2014; NYLANDER;
ROMAN, 2013; VETULANI, 2013). No trabalho de Roman e colegas (2006), a
separagao maternal de 6 horas didrias ndo elicitou nenhum efeito comportamental
observavel emratos adultos (ROMAN et al., 2006). No trabalho de Talani e colaboradores
(2023), por outro lado, a separacao maternal de 6 horas diarias leva a déficits de memoria
e diminui¢do de preferéncia por novidade em camundongos machos, mas nao f€émeas
(TALANI et al., 2023). Resultados do nosso grupo mostram que varidveis como o
isolamento social durante o protocolo e a previsibilidade do estresse de separagao
maternal, por exemplo, influenciam as estratégias comportamentais relacionadas ao
estresse no inicio da vida (MEDEIROS et al., em preparagao). No presente estudo, os
animais foram separados das maes por 6 horas diarias, de forma imprevisivel e isolados
dos irmaos de ninhada, e foram observadas altera¢des de atividade e exposi¢do a ambiente

aversivo em machos, além de anedonia social em fémeas.

No presente estudo, fémeas adolescentes expostas a separacao maternal durante a infancia
perderam a preferéncia por estimulos sociais — mais uma vez, esse efeito ndo se manteve
até a vida adulta. Alteragdes de comportamento social em resposta ao estresse na infancia
ainda sdo pouco estudadas, especialmente em animais adolescentes. Em humanos adultos,
transtornos psiquiatricos como depressdo, ansiedade e esquizofrenia apresentam altas
taxas de comorbidade com disfungdes sociais, que podem emergir até mesmo antes do
diagnostico (LIN; WOOD; YUNG, 2013). Em camundongos, geralmente ndo sdo

observadas alteracdes de comportamento social em machos (FRANKLIN et al., 2011;
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OGNIBENE et al., 2008; TSUDA; YAMAGUCHI; OGAWA, 2011), porém alguns
trabalhos observaram aumento (KUNDAKOVIC et al, 2013) ou diminuicdo de
sociabilidade (NIWA et al., 2011). Em fémeas adultas, o nimero de estudos ¢ ainda mais
restrito, e os resultados também sdo inconsistentes — o estresse no inicio da vida pode
levar a diminuicdo (TSUDA; YAMAGUCHI; OGAWA, 2011), aumento (BONDAR;
LEPESHKO; RESHETNIKOYV, 2018) ou ndo causar efeito algum (KUNDAKOVIC et
al., 2013) no padriao de comportamento social. No trabalho de Bondar e colegas, o
estresse de separacdo maternal levou a um comportamento tipo-ansioso € aumento de
preferéncia social em fémeas adultas (BONDAR; LEPESHKO; RESHETNIKOV, 2018).
No nosso trabalho, observamos que fémeas adultas possuem acentuada preferéncia social

em relagdo ao grupo controle.

O aumento de comportamento social € um marco da adolescéncia (BLAKEMORE,
2008). As experiéncias de interacdo social sdo importantes para o desenvolvimento do
comportamento e¢ do cérebro, principalmente em regides associadas a processos
emocionais, motivacionais € cognitivas; € a privagao de interagdes sociais especificas
durante a adolescéncia pode levar a prejuizos sociais e cognitivos durante a vida adulta
(TREZZA; CAMPOLONGO; VANDERSCHUREN, 2011). Além disso, o engajamento
em interagao social, por si s0, € um fator altamente motivacional. Por exemplo, o acesso
a pares para socializacao leva a condicionamento de preferéncia por lugar de forma tao
acentuada quanto substancias aditivas (TREZZA,; CAMPOLONGO;
VANDERSCHUREN, 2011), e pode ser usado para modular comportamentos tipo-
aditivos, podendo diminuir ou aumentar a buscar por substancias dependentemente do
contexto (EL RAWAS; SARIA, 2016). Por ser um fator altamente motivacional, a perda
de interesse em interacdes sociais ¢ chamada de “anedonia social”’, um sintoma muito
prevalente em pacientes com depressao — interessantemente, a forma social da anedonia
¢ mais expressa em adolescentes (BARKUS; BADCOCK, 2019; LEI et al., 2022). Em
consonancia com esses dados, no nosso estudo, camundongos fémeas adolescentes

expressaram anedonia social em resposta ao protocolo de separagdo maternal.

Outros estudos j& encontraram uma associacdo entre o estresse no inicio da vida e a
emergéncia de comportamentos anedonicos (BOLTON et al, 2018a, 2018b; CHEN,
Yuncai; BARAM, 2016; MOLET, J et al., 2016). Os mecanismos por tras dessa
associacdo ndo sdo bem elucidados, mas uma das hipoteses mais discutidas envolve o
sistema dopaminérgico mesocorticolimbico (popularmente conhecido como “sistema de

recompensa’”), por ser um forte modulador do direcionamento comportamental (BAIK,
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2020). De fato, diversos trabalhos observaram que o estresse cronico, em si, impacta na
sinaliza¢do dopaminérgica no niicleo accumbens, podendo alterar a plasticidade neuronal,
a sinalizacdo intracelular, e a expressao de receptores (FRANCIS et al., 2015; FRANCIS;
LOBO, 2017; LOBO et al., 2013; PERROTTI et al., 2004; VIALOU e¢ al., 2010).
Estudos anteriores identificaram uma via de neurdnios que liberam CRF (fator liberador
de corticotrofina, ou corticotropin-releasing factor) originados na amigdala e
desembocando na area tegumentar ventral — essa via, quando silenciada, levou a
comportamentos anedonicos e, além disso, foi identificada como uma moduladora da
liberagdo de dopamina no nucleo accumbens (BOLTON et al., 2018a; DEDIC et al.,
2018). No ambito comportamental, j4 foi observada significativa contribuicdo da
sinalizagdo dopaminérgica no nicleo accumbens para a emergéncia de comportamentos
sociais (KOPEC et al., 2018). Portanto, propomos a possibilidade de que, neste estudo,
em camundongos fémeas adolescentes que passaram pelo estresse de separacdao maternal
durante a infincia, haja uma alteracdo de vias e da sinalizagdo dopaminérgica do nucleo
accumbens, interferindo em aspectos motivacionais do comportamento de interagao

social.

Diversos fatores podem influenciar na resposta ao estresse no inicio da vida — idade,
contexto, tipo de estressor e, por exemplo, sexo. Estudos recentes na area de
especificidades sexuais e/ou de género tém demonstrado que, apesar da existéncia de
diferencas sexuais/de género, o cérebro humano ¢ um mosaico Unico com alta
sobreposicao de caracteristicas anteriormente relacionadas ao sexo (JOEL et al., 2015;
NGUYEN et al., 2019). Ainda que essas caracteristicas estejam distribuidas de forma
espectral, a forma mais acessivel atualmente de explorar as diferengas e variagdes
relacionadas (ou ndo) ao sexo em modelos animais ¢ através da inclusao de fémeas e
machos no delinecamento experimental. Nos estudos de separagdo maternal, até o ano de
2016, a metanalise de Tractenberg e colegas (2016) encontrou que 52.08% dos estudos
incluiram machos e fémeas, 41.66% avaliaram apenas machos e 2.08% estudaram apenas
fémeas (TRACTENBERG et al., 2016). Diversos estudos vém discutindo a sub-
representacdo de fémeas em trabalhos cientificos, especialmente nas neurociéncias
(BEERY; ZUCKER, 2011). No entanto, a crenga sob a qual este dado se justifica — de que
dados provenientes de animais fémeas possuem maior variabilidade — tem se mostrado
infundada (BECKER; PRENDERGAST; LIANG, 2016a; PRENDERGAST, ONISHI;
ZUCKER, 2014). Na verdade, a inclusao de fémeas em trabalhos cientificos ¢ ainda mais

necessaria quando observamos diferencas relacionadas ao sexo em tantos trabalhos, em
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concordancia com o que ¢ observado na populacdo humana. No nosso estudo, observamos
uma hiperatividade e aumento de exploracdo em ambiente aversivo em machos
adolescentes, enquanto que as fémeas apresentaram anedonia social. Em humanos, o
historico de abuso emocional infantil foi associado a uma diminui¢do de volume
hipocampal em homens, mas ndo em mulheres — porém, os sintomas tipo-depressivos
decorrentes da experiéncia também foram presentes em mulheres (SAMPLIN et al.,
2013). A experiéncia de estresse no inicio da vida € associada a transtornos psiquiatricos
mais fortemente em mulheres do que em homens (COLMAN et al., 2013); por outro lado,
o risco de abuso de substancias ¢ mais presente em homens do que em mulheres (EVANS;
GRELLA; UPCHURCH, 2017; STRINE, 2012). De forma paralela, os nossos resultados

espelham uma resposta externalizada em machos, e internalizada em fémeas.

De acordo com os nossos resultados do teste de analise de variancia, o fator “exposicao
ao estresse” foi relacionado a menos tempo no compartimento escuro na caixa
claro/escuro; a menos entradas no braco fechado, no centro e menos cruzamentos entre
regides no labirinto em cruz elevado. Ainda, o fator “sexo” em si € relacionado a uma
diferenca comportamental basal na caixa claro/escuro. Quando os mesmos testes foram
realizados em animais adultos, a tnica alteragdo a permanecer foi a influéncia do fator
“estresse” no labirinto em cruz elevado. Surpreendentemente, os fatores alterados pela
exposi¢ao ao estresse em adolescentes sugerem algum tipo de resiliéncia ao estresse nos
testes de comportamento tipo-ansioso ou algum nivel de comportamento de risco — os
animais permaneceram menos tempo nos compartimentos mais “seguros” /confortaveis.
De fato, alguns trabalhos discutem que alteragdes comportamentais seguidas do estresse
no inicio da vida nem sempre levam a transtornos psiquidtricos, € podem muitas vezes
indicar uma adaptacdo do organismo ao ambiente previsto para o futuro (BATESON;
GLUCKMAN; HANSON, 2014). Esse e outros tipos similares de dinamicas ontogénico-
comportamentais podem ser, inclusive, mais adaptativos em determinados contextos. De
acordo com a hip6tese da reatividade bioldgica ao contexto, por exemplo, ¢ o dinamismo

da resposta em conjunto ao ambiente que determina a adaptabilidade daquele organismo.

E importante notar que, muitas vezes, a adaptacio a condi¢des ambientais altamente
estressoras pode engendrar condigdes prejudiciais a saude de longo prazo (ELLIS;
BOYCE, 2008; ELLIS; DEL, 2014; GIUDICE; ELLIS; SHIRTCLIFF, 2011). De fato,
uma colaboragdo do nosso grupo de pesquisa com o grupo de pesquisa renal do
Departamento de Fisiologia e Biofisica mostrou que camundongos machos que passaram

pelo protocolo de separacdo maternal durante a infincia possuem alteracdes no sistema



48

renal durante a vida adulta, sendo elas a diminuicdo do volume urinario (corrigido por
peso), mesmo que com aumento na ingestao de dgua, e a presenca de proteintria, o que
sugere uma resposta sistémica ao estresse (dados ndo mostrados). Dessa forma, € possivel
que a adaptagdo a condigdes ambientais altamente estressoras possa ser adaptativa no
ambito comportamental, mas prejudicial ao funcionamento sistémico do organismo.
Ainda assim, esse tipo de fenotipo de “alto custo” poderia se manter na populagdo com a
mesma adaptabilidade de outros fenotipos, desde de que ele seja vantajoso em um nicho

especifico ao longo do tempo/espago (ELLIS; JACKSON; BOYCE, 2006).

Finalmente, ¢ relevante discutir algumas limitagdes deste estudo. Primeiramente, o ciclo
estral das fémeas adultas nao foi acompanhado durante os experimentos. Atualmente, tem
sido discutido que alteragdes hormonais de acordo com o ciclo estral podem, em algumas
condicdes, “mascarar” vulnerabilidades ao estresse (HODES; EPPERSON, 2019). Além
disso, mulheres adultas relatam experienciar mais ou menos respostas emocionais de
acordo com a fase do ciclo menstrual (CHRISTENSEN; BOARD; OEI, 1992;
HANTSOO; EPPERSON, 2015). De fato, alguns estudos mostram que a fase do ciclo
estral em camundongos fémeas pode influenciar a resposta ao estresse na infancia em
testes comportamentais (JARIC et al., 2019; LAHAM et al., 2022). Entretanto, outros
trabalhos observaram que a variabilidade de dados obtidos de fémeas sem o
monitoramento do ciclo estral ndo ¢ maior, assim como nao ¢ maior do que a variabilidade
observada em machos (BECKER; PRENDERGAST; LIANG, 2016b; PRENDERGAST;
ONISHI; ZUCKER, 2014). Outra limitagao deste estudo ¢ o reduzido poder estatistico
dos testes. De forma simplificada, o poder estatistico se refere a probabilidade de nao
existir erro do tipo II — ou seja, a probabilidade de ndo se estar “perdendo resultados”
(NORTON; STRUBE, 2001). Portanto, ¢ importante ressaltar que os resultados negativos
aqui discutidos devem ser interpretados com cautela. Por ultimo, o nosso estudo foi
realizado em uma linhagem de camundongos transgénicos, que possui um dos alelos do
gene Cx3crl substituido por um gene que expressa EGFP (JUNG et al., 2000). No sistema
nervoso central, esse receptor ¢ expresso principalmente em microglias (WOLF ef al.,
2013), e ja foi identificado que a delecdo completa dessa proteina leva a uma deficiéncia
no processo de poda sindptica, acarretando em um aumento de espinhas dendriticas e
disfungdes maturacionais de sinapses (PAOLICELLI et al., 2011a). Teoricamente, o
animal heterozigdtico (que utilizamos neste estudo) possui um perfil de expressdao do
receptor CX3CRI1 similar ao animal wild type (JUNG et al., 2000). Porém, considerando

que esse receptor ¢ importante na comunica¢do microglia-neurénio e pode ter papel na



49

resposta ao estresse (SHERIDAN; MURPHY, 2013), ndo descartamos a possibilidade de
que os resultados comportamentais encontrados sejam especificos a essa linhagem. Um
outro estudo do nosso laboratdrio observou que, tanto a nivel basal quanto em resposta
ao estresse por separagdo maternal, existem apenas diferengas comportamentais irrisorias
entre camundongos adolescentes C57BL/6 wild type e animais CX3CRI1:GFP+/-
(ARABE et al., em preparagio). Portanto, apesar das evidéncias de que ndo existem
grandes diferencas comportamentais entre essas duas linhagens, pelo menos no que diz
respeito a animais adolescentes, sugerimos cuidado ao generalizar os resultados obtidos

neste estudo para outras linhagens.

Este estudo explora os intricados vinculos entre estresse, desenvolvimento e
comportamento. Investir no estudo dessas redes de interagdo dindmicas ¢ essencial, tanto
para a compreensao de psicopatologias, quanto para entender a fisiologia e a ontogénese
dos organismos e do comportamento. Este trabalho se formulou sobre a hipotese de que
a interagao do estresse no inicio da vida com processos desenvolvimentais levaria a
alteracdes em processos ontogénicos e a diferentes estratégias comportamentais em
camundongos adolescentes e adultos. De acordo com os resultados apresentados no
presente estudo, o protocolo de separacdao maternal durante a infancia leva a uma
hiperatividade e um aumento de exploragdo em ambientes aversivos em camundongos
machos adolescentes, bem como uma anedonia social em fémeas adolescentes —
alteragcdes que nao se mantiveram na vida adulta. Com os dados apresentados, o nosso
trabalho destaca a relevancia do estudo de diferentes periodos desenvolvimentais em
analises comportamentais, assim como do estudo de animais de ambos os sexos em

trabalhos cientificos.

O ambiente experienciado durante a infancia ¢ de extrema relevancia para o
desenvolvimento saudavel do organismo. O baixo nivel socioecondmico (relacionado a
frequéncia de exposicao a ameacas e a privagdo de acesso a fatores promotores de bem-
estar), o aumento de estresse parental, e exposicdo a outros estressores sdao fatores
associados a piores reacdes em situagdes adversas mais tarde na vida, enquanto que
receber apoio social pode estar associado a melhores reacdes (BAUM; GAROFALO;
YALI 1999; PFEFFERBAUM et al., 2015). No Brasil, durante a pandemia da COVID-
19, tanto a inseguranga alimentar quanto a perda de contato social com familia e amigos
foram aspectos associados a sintomas basais de ansiedade e depressdo em criangas
(MARTINS-FILHO et al., 2021; ZUCCOLO et al., 2023). Em sintese, este estudo foi

realizado com o objetivo de acompanhar possiveis alteracdes comportamentais e
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neurodesenvolvimentais associadas a experiéncia do estresse durante o inicio da vida, e
estd em concordancia com trabalhos que associam experiéncias infantis estressoras
(como, por exemplo, o baixo status socioecondomico e fatores que acompanham esta
realidade social) a alteracdes em trajetorias maturacionais (TOOLEY; BASSETT;
MACKEY, 2021). Em tltima instancia, este trabalho foi desenvolvido sob a otica de que
um ambiente acolhedor e estimulante ¢ necessario para o desenvolvimento

comportamental e fisiologico infantil saudavel.

7. CONCLUSAO

Ha uma interconexao complexa entre o estresse, a ontogenia e o comportamento. Neste
estudo, o estresse por separagdo maternal leva a um aumento do comportamento
motor/exploratorio em camundongos machos adolescentes, além de um aumento de
laténcia para o escape de ambiente aversivo. Em contrapartida, as fémeas adolescentes
apresentam perda da preferéncia pela exploracdo de estimulos sociais. Além disso,
observamos uma dindmica desenvolvimental na qual as alteraces comportamentais
apresentadas em adolescentes nao sao mais presentes na vida adulta. O nosso trabalho
destaca a relevancia do sexo e do periodo desenvolvimento na resposta de estresse,
sustentando que, para a compreensao da neurobiologia do estresse e de seus efeitos no

comportamento, € necessaria a exploragao dessas varidveis em estudos cientificos.
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9. ANEXOS
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Estresse e o sistema dopaminérgico: efeitos da separagao maternal e da
estimulagao de receptores D2 na morfofisiologia microglial, expressao de receptores e no comportamento de
camundongos pré-puberes", protocolo do CEUA: 99/2022 sob a responsabilidade de Bruno Rezende de Souza que
envolve a produgao, manutencao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reuniao de 29/08/2022.

Vigéncia da Autorizagao 29/08/2022 a 27/08/2027
Finalidade Pesquisa
Dados dos animais agrupados (uso do biotério) l

Consideracdes posteriores:

29/08/2022 Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia
29/08/2022. Validade: 29/08/2022 a 27/08/2027.

Belo Horizonte, 06/10/2022.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 22 Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
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