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REsSumMO

A estimulacdo neonatal tem sido utilizada como modelo experimental para
examinar os mecanismos pelos quais variagdes precoces do ambiente do
animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem a
alteragdes comportamentais e neuroenddcrinas duradouras. Buscou-se estudar
os efeitos do estresse neonatal sobre duas abordagens: comportamental e
imunoistoquimica. Na primeira, foram avaliados em ratos adultos (90-110 dias)
dois paradigmas de medo: inato (campo aberto, N=48) e aprendido,
(condicionamento classico N=48); enquanto na segunda abordagem realizou-
se a técnica imunoistoquimica (N=15) na substancia nigra compacta (SNCo) e
area tegmental ventral (VTA) para deteccdo da enzima precursora da
dopamina, a tirosina hidroxilase (TH). Foram utilizados ratos da variedade
Wistar, que do 1° ao 10° dia de vida foram submetidos a 3 tipos de intervengéo:
manipulagédo (retirados do ninho por 3min sendo tocados gentilmente por 1
min); separacgao (retirados do ninho por 3h, e mantidos a temperatura de 33°C);
e grupo controle (sem intervengbes do experimentador ou do tratador). O
condicionamento classico (treino) foi constituido por 10 pareamentos de 1
estimulo incondicionado (El, choque elétrico —0,8mA) com 2 estimulos
condicionados ou neutros (EC, som e luz) em 2 sessbes de 5 pareamentos
cada. A duragao de cada emissdo do EC foi de 5s sendo no ultimo segundo
associada ao El. O teste foi realizado 24h apds o treino, e consistiu de
emissdes de EC com mesma duracdo e intervalo por um periodo total de 30
min. No experimento 2, foi utilizado um campo aberto de 1m? no qual os ratos
permaneceram por 5 min. Em ambos experimentos os comportamentos eram
registrados em video e analisados através do programa Noldus®. Os
resultados (XtEPM) foram analisados por uma ANOVA, post-hoc Newman
Keuls ou Kruskal Wallis post-hoc Dunn (p<0,05). Nos experimentos
comportamentais foram observados os seguintes resultados: no medo
aprendido houve diminuicdo da duragao (s) do comportamento de imobilizagédo
(491+54); da duracédo de rearing (58+13) e da laténcia para extingdo do
condicionamento do grupo manipulado (591+434) comparado ao controle
(718+73; 22+6; 1020+843 respectivamente) e no campo aberto houve aumento
da duracédo e frequéncia da locomogéo e rearing (97.6+8; 4.3+1 e 64.315;
31+2), diminuicdo da duragao de autolimpeza (4.2+1) e aumento da frequéncia

Xiv



de entradas no centro do campo aberto (4.3+0,8) no grupo manipulado
comparado ao controle (69+7; 30+3 e 48+6; 21.5t2; 1945; 2.2+0.6,
respectivamente). Na andlise Imunoistoquimica ndo foram detectadas
diferengas significativas entre os grupos quanto imunomarcagdao de TH nas
areas estudadas. Foi confirmada a diminuigdo da inibigdo comportamental no
campo aberto como consequéncia da manipulagdo. A manipulagdo neonatal
também reduziu as respostas do medo condicionado, ratos manipulados no
periodo neonatal expressam, quando adultos, menor expressao de medo
aprendido e tem a extincdo da aprendizagem aversiva mais acelerada.
Curiosamente nao foram observados efeitos da separacdo materna sobre as
repostas de medo inato ou aprendido. Embora a dopamina do sistema
mesocorticolimbico module as respostas comportamentais alteradas, nenhum
dos modelos de intervencédo estudados afetaram a intensidade de marcacao
deste neurotransmissor.
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INTRODUCAO

1 INTRODUGAO

1.1. Estresse Neonatal

A plasticidade cerebral perinatal aumenta a vulnerabilidade a
experiéncias adversas precoces, levando a desenvolvimento e comportamento
anormais. Embora uma série de investigagcbes epidemioldgicas tenham
associado complicagbes peri e neonatais com comportamento adulto anormal,
o entendimento dos mecanismos subjacentes permanecem rudimentares
(ANAND e SCALZO, 2000). A qualidade do ambiente familiar na infancia pode
servir como a maior fonte de vulnerabilidade na vida adulta, individuos que séo
vitimas de abuso fisico ou sexual ttm maiores riscos de apresentarem doencgas
mentais quando adultos. Negligéncia emocional persistente ou condigbes
adversas precoces levam a um aumento do risco de depressao e desordens de
ansiedade a um nivel comparavel aos observados nos casos de abuso
(FRANCIS et al., 1999). Estimulos ambientais durante estagios precoces da
vida podem influenciar o desenvolvimento de um organismo, resultando em
mudangas permanentes no comportamento e fisiologia na idade adulta
(MEERLO et al., 1999).

No rato, durante as primeiras semanas de vida, o0 eixo
hipotalamo-hipodfise-adrenal (HPA) tem sua responsividade consideravelmente
diminuida, a gléandula adrenal é menos sensivel ao horménio

adrenocorticotrofico (ACTH), e as concentragdes, tanto basais quanto
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INTRODUCAO

induzidas por estresse, de corticosterona, ACTH e horménios secretados pelo
hipotalamo sdo diminuidas. Tanto a imaturidade estrutural do sistema nervoso,
quanto este processo inibitorio ativo observado, parecem estar adjacentes a
uma hiporresponsividade global. (ROSENFELD et al., 1992). A concentracéo
plasmatica desses horménios cresce paulatinamente até a puberdade
(WALKER et al.,, 1986). Ao longo das ultimas décadas, as conclusdes dos
trabalhos a respeito da atividade funcional do eixo HPA de ratos neonatos
expostos a estimulos estressores tém mudado dependendo das metodologias
experimentais empregadas (DALLMAN, 2000). Inicialmente, foi demonstrado
com as metodologias disponiveis que o sistema hipotalamo-hipofise-adrenal de
ratos neonatos era n&o-responsivo a estimulos ambientais e que ndo ocorria
ainda o mecanismo de retroalimentagao negativo (HENNING, 1978). Mais tarde
verificou-se que alguns estimulos eram capazes de ativar o eixo, e também se
demonstrou que o hipotalamo era sensivel aos glicocorticoides adrenais
circulantes (WALKER et al., 1986). Trabalhos mais recentes tém descrito que o
eixo HPA de ratos neonatos é responsivo a estimulos ambientais de uma
maneira peculiar, diferente de um animal adulto (DENT et al., 2000). Portanto,
uma hipotese razoavel a ser analisada é a de que as respostas do eixo aos
estimulos ambientais no periodo neonatal podem induzir alteragcées no sistema
nervoso desses animais, sendo essa a base para as alteragdes

comportamentais e de reatividade a estimulos estressantes na vida adulta.

Estudos pré-clinicos demonstram que o estresse precoce pode
alterar o desenvolvimento do eixo HPA e os sistemas hipotalamicos e extra-
hipotaldamicos de horménio de liberacdo de corticotrofina (CRH),
GABA/benzodiazepinicos, e monoaminérgicos (noradrenérgico, dopaminérgico
e serotoninérgico). O estresse precoce também tem sido citado como promotor
de alteragbes estruturais e funcionais em regides encefalicas similares aquelas
observadas em adultos com depressao, sugerindo que o modelo experimental
de estresse neonatal pode ser um instrumento importante para o entendimento
de patologias psiquiatricas, como por exemplo, a depressao maior (LEVINE,
1962). Todavia, os efeitos de longo prazo do estresse precoce podem ser
modulados por fatores genéticos e a qualidade do ambiente de cuidado

subsequente. Estes efeitos também podem ser prevenidos ou revertidos
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INTRODUCAO

através de uma variedade de intervengdes farmacoldgicas (KAUFMAN, et al.,
2000).

1.1.1 Modelos de Estresse Neonatal

Muitos pesquisadores tém tentado desenvolver modelos
animais de experiéncias estressantes na infancia. Os modelos de manipulagcéo
neonatal e separagcdo materna tém sido frequentemente propostos (LEVINE,
1962; PLOTSKY e MEANEY, 1993% 1993b; DENENBERG, 1964; MEERLO et
al.,, 1999; LADD et al., 2000; LEHMANN et al., 2002; PAPAIOANNOU, et al.,
2002). Estudos com modelos de estresse precoce podem ser uma importante
ferramenta usada para investigar as interagdes entre os genes e o ambiente na
determinacdo da sensibilidade ao estresse de cada individuo (MEERLO et al.,
1999). Modelos de experiéncias precoces aversivas como dor repetitiva,
septicemia ou separagao materna em roedores e outras espécies tém levado a
multiplas alteragcbes no encéfalo adulto, correlacionados com fenémenos
comportamentais especificos, dependendo do periodo e natureza do insulto
(ANAND et al., 2000). Enfim, eventos precoces estressantes durante o periodo
hiporresponsivo ao estresse podem influenciar tanto no comportamento
emocional quanto na maturacdo do eixo HPA do rato (LUCION, 1997). Os
efeitos de intervengbes no periodo pés-natal constituem a base da
vulnerabilidade do individuo a doencgas decorrentes do estresse (KAUFMAN et
al., 2000).

1.1.1.1 Manipulag¢ao Neonatal

3



INTRODUCAO

A estimulagdo neonatal por manipulagdo tem sido utilizada
como modelo experimental para examinar oS mecanismos pelos quais
variagbes precoces do ambiente do animal afetam o desenvolvimento de
sistemas neurais, dando origem a alteragdes comportamentais e
neuroenddcrinas estaveis (LEVINE, 1962; DENENBERG, 1964; MEERLO et
al., 1999).

A manipulagdo é aparentemente uma intervengdo branda na
maioria dos experimentos. Em ratos, o procedimento usual é afastar os filhotes
do ninho por 3 — 15 minutos, neste caso, a manipulagdo n&o representa uma
privagdo materna, visto que ao longo do dia as maes normalmente ficam longe
do ninho por periodos de 20 - 25 minutos (CALDJI et al., 1998). Esta
intervencdo pode incluir ou ndo a estimulagao tatil dos filhotes feita pelo
experimentador, e é realizada geralmente durante as duas primeiras semanas

de vida do animal, durante o periodo hiporresponsivo.

Além da propria estimulagao tatil dos filhotes, a manipulacao
neonatal rompe a relagdo mae-filhote. Varios estudos, inclusive resultados
preliminares em nosso laboratério, mostraram que os efeitos da manipulagao
pos-natal poderiam ser mediados por alteragdes da interacdo mae-filhote
(LEVINE, 1994; LIU et al.,, 1997; CALDJI et al., 1998; TODESCHINI, 2002).
Assim, os efeitos comportamentais e neuroenddcrinos observados nos filhotes
sao provavelmente devidos a estimulagdo da mé&e através do comportamento
de lamber os filhotes e ficar sobre o ninho. A manipulacdo executada pelo

experimentador seria um estimulo para aumentar o comportamento maternal.

Acredita-se que a manipulagcdo pode ter um efeito per se como
também pode induzir a um aumento do comportamento maternal. Os efeitos
comportamentais e neuroenddcrinos poderiam ser devidos tanto a agcao direta
da manipulacdo, embora essa manipulagdo acompanhada de uma breve
separacdo da mae parece nao acionar o eixo HPA do filhote, quanto a
alteragcdo do comportamento maternal, em que a méae estimula com maior

intensidade os filhotes que sdo manipulados (LUCION, 1997).
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INTRODUCAO

1.1.1.1.1 Efeitos Neuroendécrinos da Manipulagao

Ratos manipulados no periodo neonatal mostram quando
adultos uma série de alteragdes neuroendocrinas. A principal delas parece ser
a reducdo na liberacdo de ACTH e corticosterona em resposta a eventos
estressores externos, bem como o retorno mais rapido da corticosterona aos
niveis basais (LIU et al., 1997; MEANEY et al., 1988; MEANEY et al., 1989;
PLOTSKY et al.,, 1993; VALEE et al., 1997). Plotsky e Meaney (1993a)
relataram que estes animais apresentam também um aumento no feedback
negativo dos glicocorticéides circulantes, relacionado a um aumento na
concentragdo de acido ribonucléico mensageiro (RNAm) de receptores de
glicocorticéides no hipocampo e no cortex frontal, locais envolvidos no controle
inibitorio da sintese de CRH nos neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do
hipotalamo. Desta forma, ratos manipulados tém uma redugdo da concentracao
de RNAm de CRH no PVN hipotaldmico e na eminéncia mediana. Ratos
manipulados também possuem menor concentragdo de RNAmM de receptores
de CRH na amigdala central e uma menor concentragdo de CRH no locus
ceruleus (FRANCIS et al.,, 1999 e LADD et al.,, 1998) também é observada
apos estresse agudo de contengdo. A intervengcdo por manipulagédo também
gera um aumento de receptores GABAA na regido do corpo de células
noradrenérgicas do locus ceruleus e do nucleo da estria terminal, assim como
um aumento dos niveis de receptores benzodiazepinicos na amigdala central,
locus ceruleus e nucleo da estria terminal. Todos estes dados apontam para

uma menor responsividade a situacdes de estresse.

Além disso, ratos manipulados também apresentaram menor
perda de células hipocampais provocada pela idade avancada, possivelmente
como consequéncia das menores concentragdes de glicocorticoides em
estresse, comum causador desta perda, levando a melhora de sua
performance em tarefas cognitivas mediadas pelo hipocampo (MEANEY et al.,
1991).
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Aguiar e colaboradores (1997) observaram que a manipulagao
neonatal ndo foi capaz de alterar o numero de corticotréfos, e trabalhos prévios
no nosso laboratério mostraram que esta intervencdo também nao alterou o
namero de neurdnios tirosina-hidroxilase (TH) imunoreativos nos nucleos
hipotalamicos paraventricular, arqueado e periventricular (HERMEL et al.,
2001), levando a conclusdo de que estas projecdbes de neurbnios
dopaminérgicos nao estdo alteradas. Considerando-se que as concentragdes
basais de horménios do estresse de ratos manipulados no periodo neonatal
ndao sao diferentes dos animais controles (MEANEY et al., 1996),
possivelmente as alteragdes estruturais no sistema nervoso central se
encontrem em areas que modulam o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (CALDJI
et al., 1998a; 2000a; KAUFMAN et al., 2000).

Alguns trabalhos colocam que a manipulagcdo neonatal também
promove um aumento do ganho de peso corporal (SCHANBERG E FIELD,
1987; KUHN E SCHANBERG, 1998). Evidéncias sugerem que este aumento
provavelmente depende do comportamento da mae com o filhote e ndo apenas
da amamentacgao, visto que se for mantida a amamentagao, mas impedido o
comportamento maternal, ndo havera o ganho de peso corporal (KUHN E
SCHANBERG, 1998). Estes experimentos demonstram que o comportamento
da mae de lamber os filhotes aumenta a atividade da enzima ornitina

descarboxilase promovendo um incremento no crescimento dos filhotes.

1.1.1.1.2 Efeitos Comportamentais da Manipulagao

Plotsky e Meaney (1993) relataram que ratos manipulados 15
minutos por dia durante as primeiras trés semanas de vida possuem menor
reatividade ao estresse quando adultos. Segundo os autores, estes animais
demonstram menos medo em ambientes novos. Cabe aqui destacar que

muitas vezes a palavra medo sera utilizada quando se trata da resposta destes
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animais frente a estressores externos e internos, tal denominagao, embora seja
de fundo subjetivo e pouco “quantificavel”’, € largamente utilizada pelos
pesquisadores desta area, podendo ser definida por uma menor inibicao
comportamental frente a estimulos internos ou do meio, juntamente com a
diminuida reatividade do eixo HPA anteriormente citada. Estudos mostraram
que ratos manipulados precocemente também apresentaram uma
aprendizagem de esquiva inibitoria ativa aumentada (ESCORIHUELA et al.,
1994). Meerlo e colaboradores (1999) realizaram uma série de experimentos
comportamentais em ratos submetidos a manipulagdo de 15 minutos nas
primeiras trés semanas de vida. Seus dados apontam diferengas entre animais
manipulados e controles no tempo de permanéncia nos bracos abertos do
labirinto em cruz elevado e nas duragbes de imobilizagao, rearing e sniffing
(cheirar) no teste de medo condicionado. Meerlo e colaboradores (1999) nao
observaram alteracdes na atividade exploratoria no campo aberto nem no teste
shock prod defensive burying, que avalia as estratégias utilizadas para lidar
com estimulos estressores. Reunidos, os dados sugerem que quando adultos,
os ratos manipulados nado diferem em sua maneira geral de enfrentar
estressores, mas possuem uma ansiedade induzida pelo estresse fortemente
atenuada. Os autores também colocam que, conforme seus dados, quanto
mais estressante for a ameacga, mais possivel € detectar diferengas

comportamentais entre ratos manipulados e controles.

Papaioannou e colaboradores (2002) submeteram animais
manipulados no periodo neonatal a estresse por nado forgado agudo e cronico.
Foram detectadas diferengcas de género nos efeitos da manipulagcdo. Ratos
machos manipulados mostraram menores tempos de imobilizagdo no estresse
por nado forgado crénico, enquanto o oposto foi observado em fémeas
submetidas as mesmas intervengbes no periodo neonatal. Os autores
concluem que a experiéncia de manipulagdo gera, nos machos, uma maior
capacidade de encarar ativamente estressores crénicos, enquanto em fémeas,
essa intervengao precoce parece aumentar sua susceptibilidade a expressar
comportamentos "depressivos", uma vez que estas se apresentam incapazes

de enfrentar estes estressores, adotando um comportamento passivo alterado.
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De uma forma geral, os dados parecem apontar para uma
reducdo do comportamento emocional e a uma menor reatividade hormonal
frente ao estresse na vida adulta, levando a conclusdo de que a manipulagao
na infancia aumentaria a habilidade de enfrentar estressores, incrementando a
adaptacdo do animal ao ambiente. No entanto, algumas pesquisas no nosso
laboratério (PADOIN et al.,, 2001; GOMES et al.,, 1999) mostraram que a
manipulagdo neonatal esta relacionada a uma diminuigdo do comportamento
sexual de ratos machos e fémeas e, alem disso, aquela intervengao logo apos
0 nascimento esta relacionada a uma significativa diminuicdo da ovulacdo em
ratas adultas, sendo que a maioria das fémeas estudadas possuem ciclos
anovulatérios (GOMES et al.,, 1999). Esses resultados dos efeitos da
manipulagdo neonatal sobre a capacidade reprodutiva colocam em duvida a
interpretacdo de que os efeitos desta intervengcdo precoce sejam totalmente
positivos, como muitos autores propdem (COSTELA et al., 1995), mesmo
porque, uma reducdo dos comportamentos auto-defensivos também pde em
risco a integridade do individuo (PADOIN et al., 2001).

1.1.1.2 Separagao Materna

Além da manipulagcdo neonatal, a separacdo materna também
tem sido largamente utilizada como modelo para investigar os efeitos de
experiéncias adversas precoces na neurofisiologia e comportamento do adulto
(KALINICHEV, 2002). A interacdo mae-filhote normal € um fator critico para o
crescimento e desenvolvimento em muitas espécies de mamiferos (IWASAKI et
al., 2000).

O modelo de separagao materna é baseado nas observacdes
de CALHOUN (1963, apud KALINICHEV, 2002) onde, em um ambiente
seminaturalistico, ratas foram obrigadas a construir seus ninhos a uma certa

distancia do suprimento de agua e comida. Esta contingéncia ambiental levou a
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periodos de separacdo mae-ninho de 15 - 30 minutos a 2 — 3 horas de
duracao. Quando testados em adultos, as proles de ratos separados da mae
exibiram um conjunto de sinais comportamentais e neuroenddcrinos similares
aqueles observados em pacientes com desordens de depressao e ansiedade,

levando varios cientistas a se interessarem por este modelo de intervengao.

Sob condi¢gbées normais, durante as primeiras duas semanas
apos o nascimento da prole, a m&e deixa o ninho regularmente. Separagdes
voluntarias do ninho podem durar de 10 minutos a 1 hora, dependendo da
idade dos filhotes (GROTA e ADER, 1969 apud KALINICHEYV et al., 2002). O
procedimento da separacdo materna, como modelo de intervengao precoce,
consiste na remocao dos filhotes do ninho por periodos maiores que o tempo
normal de separagcdo entre mae e filhote na natureza, sendo geralmente
utilizados os tempos de 3, 4.5, 6 e 24 horas, podendo variar de uma privagao
unica, geralmente de 24 horas (SUCHECKI et al., 1993; 1997; 2000;
LEHMANN et al., 1999; VAN OERS et al., 1998), a privagao periodica, variando
quanto a frequéncia e o momento do periodo pds-natal em que é realizada. Por
ser um periodo de tempo suficiente para gerar uma alteracao de temperatura
importante dos filhotes, que ainda ndo possuem um controle da temperatura
corporal (KUHN e SCHANBERG, 1998), este tipo de intervengao
freqientemente inclui a monitoracdo da temperatura do ninho através de
encubadora, mantendo-a semelhante aquela do ninho com a mae (cerca de
33°C). Na maioria dos modelos de separagcdo materna os filhotes ndo s&o
separados entre si, diferenciando-se desta forma de outros modelos como o de
isolamento social. Cabe aqui salientar que muitas vezes trabalhos que utilizam
o paradigma separagdo materna diferenciam os termos separagao e privagao,
utilizando o ultimo para periodos maiores que 30 minutos. Nesta pesquisa os
termos separacdo e privagdo ndo serdao diferenciados, sendo ambos
considerados periodos cronicos ou repetitivos, maiores de 30 minutos. Foi
escolhido para este trabalho o modelo de separagdao materna de 3 horas, ja
que este € um modelo bastante utilizado que vem mostrando ser capaz de
gerar no animal adulto uma série de alteragbes, tanto enddcrinas, quanto
comportamentais (PLOTSKY e MEANEY, 1993a; 1993b; WIGGER e
NEUMANN, 1999; LIU et al., 2000 KALINICHEV et al., 2002).
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O aumento de interesse em estudar os efeitos deste paradigma
de intervengdo precoce, também tem resultado em algumas discrepancias
entre os achados, especialmente no que concerne aos sinais comportamentais
interpretados como ansiedade (LEVINE, 1962; DENENBERG, 1964; MEERLO
et al., 1999; LEHMANN e FEELDON, 2000). E bem sabido que os efeitos da
separacao materna diferem dependendo de variaveis como a duragao de cada
episdédio de separagao, o numero de episédios experimentados e o periodo do
desenvolvimento em que é realizado (IWASAKI et al.,, 2000). Desta forma,
algumas das diferengas entre os resultados encontrados podem ser, em parte,
devido a diversidade de procedimentos de separagéao utilizados, como o uso de
diferentes linhagens, variagdes na duragdo e na frequéncia dos episddios de
separagao, se os filhotes sdo separados individualmente ou em grupo, bem
como quanto as idades da aplicagao dos testes comportamentais. Todos estes
fatores parecem influenciar diferentemente os efeitos deste modelo de

intervencgao.

1.1.1.2.1 Efeitos Neuroenddcrinos da Separagao

Consequéncias do rompimento da interagcado mae-filhote variam
de uma marcada supresséo de sistemas neuroenddcrinos e fisiologicos depois
de periodos breves de privacdo materna até o retardo do crescimento e
desenvolvimento comportamental apds periodos cronicos de privagdo (KUHN e
SCHANBERG, 1998). Em diversos estudos com separacdo materna, o
rompimento da interacdo mae-filhote contribuiu para marcadas respostas
comportamentais e fisiologicas de estresse na prole de muitos mamiferos.
Estas respostas variaram desde breves alteracbes na temperatura corporal,
batimento cardiaco e atividade motora durante curtos periodos de separacao,
até importante retardo no crescimento e atraso no desenvolvimento seguidos
de tempos maiores de separagao (SCHANBERG e FIELD, 1987).
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Dentre os efeitos neuroendoécrinos da separagao materna
precoce, 0s resultados mais comumente encontrados estdo relacionados com
aumento da liberacdo de CRH e noradrenalina (NE) no rato adulto (FRANCIS
et al., 1999; LADD et al., 1996; LIU et al., 2000). Ratos privados da mae
possuem maior expressao de RNAm de CRH no nucleo paraventricular (PVN)
do hipotdlamo e na amigdala central, bem como maior concentracdo deste
hormdnio na eminéncia mediana e no nucleo parabranquial. Estes animais
também apresentam maior ligagdo de CRH no locus ceruleus e concentragao
aumentada de noradrenalina no PVN (PLOTSKY e MEANEY, 1993a;
MENZAGHI et al., 1993). Filhotes de ratos separados por 6 horas durante as
primeiras trés semanas de vida possuem aumento das concentracbes de
ACTH basal e induzido pelo estresse e menor ligagdo de CRH na hipdfise
anterior (LADD et al., 1996). Em relagdo ao aumento da reatividade a estimulos
estressantes, a separacdo maternal induz a uma diminuicdo do numero de
receptores de glicocorticoides no hipocampo, ao contrario do observado no
modelo de manipulagdo (ROTS et al.,, 1996; SUTANTO et al., 1996; VAN
OERS et al., 1998). Plotsky e Meaney (1993a) nao relataram alteragdes na
secregao de corticosterona durante e apos estresse por retengcdo em ratos
separados por 3 horas no periodo hiporresponsivo. Entretanto, Suchecki e
colaboradores (1993) relataram que um dos efeitos imediatos da separagao
maternal unica de 24 horas, realizada no periodo hiporresponsivo, inclui o
aumento da concentracdo basal de corticosterona e de corticosterona e ACTH
em reposta ao estresse, sugerindo que o eixo HPA do filhote sofre uma inibigéo
tbnica da méae. As consequéncias em longo prazo da auséncia desta inibigao
dependem de uma série de fatores, como ja referido anteriormente, a idade do

filhote e a duragao da separacao parecem ser de uma importancia critica.

Suchecki e colaboradores (1993) examinaram se o aumento
dos niveis basais e induzidos por estresse da corticosterona em ratos que
foram submetidos a uma unica separacdo materna de 24 horas seria, pelo
menos em parte, devido ao aumento da secre¢cdo de ACTH. Para isso,
mediram as concentracbes de ACTH em resposta a um estresse moderado de
injecao de salina e exposi¢gdo a um ambiente novo de ratos com 6, 9 e 12 dias

de idade submetidos a separagcdo materna de 24 horas. Foram observados os
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seguintes resultados: animais privados da mae apresentaram uma maior
secrecdo de ACTH em resposta ao estresse; a magnitude dos niveis de ACTH
destes animais perante um estressor médio aumenta com a idade, se
mantendo aumentado por 30 minutos. Experimentos subseqlientes neste
trabalho detectaram que nem a exposicdo a um ambiente novo e/ou perda de
calor corporal afetaram a resposta do ACTH a injegdo de salina, concluindo
que a separagao materna é parcialmente responsavel pela resposta alterada
da liberagdo de ACTH em estresse, e que a persisténcia desta resposta sugere
que o sistema de retro-alimentacdo (feedback) do rato nestas idades se
encontra imaturo (SUCHECKI et al., 1993).

Considerando que a regulagdo do eixo HPA do filhote é, em
parte, regulado por alguns aspectos do comportamento maternal, Suchecki e
colaboradores (1993) mediram as concentragdes de ACTH e corticosterona,
com e sem estimulo estressor, de ratos privados da mée que foram submetidos
a privagdo de amamentacao e/ou estimulagdo anogenital. Foi observado que,
embora todos os animais que foram estimulados tenham apresentado niveis de
ACTH baixos, somente os animais privados de amamentagdo apresentaram
um aumento importante nas concentragdes basais e induzidas por estresse de
corticosterona. O procedimento de estimulagdo da regido anogenital para
induzir excregdo, durante o periodo de privagdo materna, parece afetar a
secrecdo de ACTH, suprimindo as elevagdes de liberacdo deste hormdnio
induzidas pela privagdo materna, embora as concentragcées de corticosterona
sejam elevadas em todos animais que sofreram privagédo materna, estimulados
ou ndo. Estes resultados indicam que o papel do comportamento maternal
sobre a regulagédo do eixo HPA do filhote ocorre em varios niveis. A
amamentagao parece regular a sensibilidade da glandula adrenal, enquanto a
estimulagdo anogenital inibe a ativagdo dos componentes de controle central
do eixo HPA.

Aparentemente, ratos jovens apresentam efeitos da privacéo
materna opostos aos encontrados em ratos adultos, bem como diferencas de
género importantes. Suchecki e colaboradores (2000) investigaram a resposta

do eixo HPA a uma exposicdo de 5 minutos no campo aberto em ratos de 30
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dias de idade que foram submetidos a privagdo materna. A resposta imediata
de ACTH das fémeas foi a mais elevada, e esta diferenca foi observada até 20
minutos apds a exposicdo ao campo. Tanto os machos quanto as fémeas
privadas da mae apresentaram maior secrecdo de corticosterona
imediatamente apds a sessdo de campo aberto. A resposta das fémeas nao
privadas foi maior que a dos machos nao privados, enquanto a resposta de
corticosterona das fémeas privadas foi mais baixa que as nao privadas,
sugerindo diferengcas de género importantes e que ratos privados da méae

possuem uma menor resposta emocional frente a um estimulo estressor.

Francis e colaboradores (1999) demonstraram que animais
separados precocemente da méae apresentam um aumento na expressao
RNAmM das subunidades o, e a3z de receptor GABAA. € uma diminuicdo da
expressao de RNAm da subunidade o4 destes receptores. Essa evidéncia pode
estar associada com a diminuigdo das ligacbes gabaérgicas. Tais achados
sugerem que a composicdo do receptor GABAA € influenciada por eventos
estressantes precoces. Considerando o papel do sistema gabaérgico na
inibicdo de CRH dos sistemas ascendentes noradrenérgicos, parece provavel
que estes efeitos contribuam para o aumento da reacdo de medo observada

em animais separados da mae precocemente.

Finalmente, uma caracteristica primaria de ratos separados da
mae precocemente parece ser uma desregulagao duradoura da reatividade ao

estresse regulada pelo eixo HPA.

1.1.1.2.2 Efeitos Comportamentais da Separagao

Alteracbes  comportamentais seguidas de  diferentes
intervengdes do ambiente neonatal tém sido freqlientemente atribuidas a
mudangas na reatividade emocional dos individuos (PLOSTKY e MEANEY,
1993a; 1993b; LEHMANN et al., 1998, LEVINE, 1962; DENENBERG, 1964;
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MEERLO et al.,, 1999). Uma série de divergéncias quanto aos efeitos
comportamentais relacionados a resposta ao estresse de animais submetidos a
diferentes procedimentos de separacdo materna € encontrada na literatura. Por
exemplo, Rhees e colaboradores (2001) observaram que machos Sprague-
Dawley separados diariamente por 6 horas do segundo ao décimo dia de vida
nao diferiam dos controles na atividade no campo aberto quando adultos,
enquanto Ogawa e colaboradores (1994) observaram que machos Sprague-
Dawley separados por 4.5 horas diariamente durante as primeiras trés
semanas de vida eram menos ativos no campo aberto comparados aos
controles. Von-Hoersten (1993) observou que ratos separados no periodo
neonatal apresentaram quando adultos hiperatividade e aumento do
comportamento de grooming (autolimpeza) no campo aberto, concordando com
os resultados de Suchecki e colaboradores (2000) que observaram que ratos
de 30 dias submetidos a privagdo materna também caminham mais nos
quadrantes centrais do campo, porém neste trabalho foi reportada uma menor

freqUéncia de comportamento de autolimpeza.

Wigger e colaboradores (1998) relataram que a privagao
maternal peridédica (180 minutos diarios, do terceiro ao décimo dia de vida)
causou mudangas crénicas no comportamento emocional e atividade do eixo
HPA tanto em machos quanto em fémeas. A principio, estes autores
observaram que o0s animais de ambos o0s sexos mostraram aumento no
comportamento relacionado a ansiedade comparados aos controles. Ja
Matthews e colaboradores (1996) relataram que ratos submetidos ao mesmo
procedimento de separagdo materna apresentaram uma diminuicdo na
atividade locomotora de exploragao imediata. Existe uma certa concordancia
de que machos de uma série de linhagens que sofreram separagao
apresentam sinais de aumento de comportamentos relacionados a ansiedade,
comparados a ratos que sofreram manipulagdo em uma série de paradigmas:
campo aberto, labirinto em cruz, condicionamento de sobressalto, teste de
alimentagao suprimida por novidade induzida (MCINTOSH et al.,, 1999;
WIGGER e NEWMANN, 1999; CALDJI et al., 2000b; HUOT et al., 2001).
Embora se saiba que os efeitos da separagao dependam de variaveis como

duracdo de cada episddio de separagdo, quantidade de episddios
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experimentados e periodo do desenvolvimento em que a separagao é
realizada, permanece a falta de concordancia quanto a presencga de sinais de
ansiedade aumentada em ratos separados comparados a ratos que nao foram

submetidos a nenhuma interveng¢ao do experimentador.

Embora a maioria dos pesquisadores investigue as alteracdes
causadas pela separacdo materna apenas em machos, aqueles que as
estudaram tanto machos quanto fémeas observaram efeitos género-
dependentes. Lehmann e colaboradores (1999) realizaram uma série de
experimentos comportamentais testando ratos Wistar de ambos os sexos
separados por 24 horas da mae em diferentes idades: 4, 9 e 18 dias de vida
(MS4, MS9 e MS18). Foram avaliados dois paradigmas de medo
incondicionado ou inato (campo aberto e labirinto em cruz) e paradigmas
envolvendo aprendizagem em situagdes aversivas (freezing condicionado,
esquiva ativa e labirinto aquatico). Diferengcas sexuais foram observadas na
maioria dos experimentos, onde fémeas apresentaram maior atividade no
campo aberto e labirinto em cruz e aprendizagem mais rapida na esquiva ativa.
Ratos machos desenvolveram mais rapido o freezing condicionado e obtiveram
uma performance superior no labirinto aquatico. Nos testes de aprendizagem
em situagao aversiva, ratos MS4 tiveram somente uma tendéncia de alteragéo
na sua performance, enquanto ratos MS9 tiveram sua performance aumentada
em relagao aos controles, ndao havendo diferenca entre separados e controles
quanto ao medo em situagdes novas, medido nos testes de campo aberto e
labirinto em cruz. As alteragdes dos ratos MS18 foram as menos efetivas.
Nestes experimentos, os ratos machos, de forma geral, se mostraram mais

afetados pela separagdo materna que as fémeas.

De uma forma geral, pode-se colocar que, enquanto a
intervencgao por manipulagdo neonatal parece apontar para uma diminuicdo das
respostas de medo/ansiedade a estimulos estressantes, periodos longos e
repetidos de separagdo materna parecem estar relacionados a um aumento da
reatividade emocional nos ratos adultos (HALL, 1998; LEHMANN et al., 1999;
KAUFMAN et al., 2000) embora, no caso da separagao materna, haja ainda a

necessidade de se fortificar o arcabouco de dados comportamentais, visto a
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divergéncia dos resultados encontrados.

1.2 Sistema Dopaminérgico

A dopamina (3,4 dihidroxifeniletilamina), que pertence ao grupo
das catecolaminas, € um importante transmissor do sistema nervoso central
dos mamiferos, onde atua no controle das fungdes motoras, no afeto e na
integracdo neuroendocrina (MOOS e RICHARD, 1982; BUIJS et al., 1984;
COOPER et al., 1998). Todos os neurdnios dopaminérgicos contém a enzima
tirosina hidroxilase (TH), um catalisador do primeiro passo da sintese das
catecolaminas, que realiza a conversao de tirosina em um composto
denominado L-dopa (di-hidroxifenilalanina). A L-dopa €& convertida no
neurotransmissor dopamina pela enzima descarboxilase, a qual € abundante
em neurdnios catecolaminérgicos (BEAR et al., 2002). Bacopoulos e Bhatnagar
(1977) investigaram a correlagao entre tirosina hidroxilase (TH) e a atividade e
concentragdo ou renovagao de catecolaminas em varias regides do sistema
nervoso. Estes autores mostraram evidéncias de que a quantidade de TH pode
ser considerada um indice da renovacgao de catecolaminas no encéfalo, e que,
em regides que contém predominantemente terminais nervosos
dopaminérgicos, a atividade da TH é um indice confiavel de renovagéo deste

neurotransmissor.
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Figura. 1: Esquema da sintese das catecolaminas

Através do uso de técnicas imunofluorescéncia foi possivel
determinar a distribuicdo anatdmica da dopamina e observar sua localizagao
especifica em sistemas de neurdnios no encéfalo (CARLSSON, FALCK e
HILLARP, 1962; DAHLSTROM e FUXE, 1964; FUXE, 1965). Mais da metade
dos neurbnios catecolaminérgicos presentes no sistema nervoso central sdo
dopaminérgicos, e sua distribuigdo € nitidamente diferente daquela dos
neurénios noradrenérgicos (LOIZOU, 1972; COYLE E HENRY, 1973; COOPER
1991; BLOOM, 1996). Desse modo surgiu a proposta de que a dopamina teria
um papel bioldgico independente de sua fungdo como precursora da sintese de
noradrenalina (BLASCHKO, 1957; BERTLER e ROSENGREN, 1959, 1959b;
HORNYKIEWICZ, 1966; COOPER et al., 1991).

Os neurbnios dopaminérgicos estao distribuidos em varios
sistemas locais com proje¢des topograficamente organizadas e altamente
especificas. Eles parecem variar anatomicamente de um sistema de neurbnios
sem axonios (retina, bulbo olfatério) e com proje¢cées muito restritas, a sistemas

complexos com extensivas arborizagdes axonais (MOORE e BLOOM, 1978).
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igura 2: Vias dopaminérgicas no sistema nervoso de ratos. FC: coértex frontal; ACC:
nucleo accumbens; ST: Estriado; OT: Trato optico; ME: Eminéncia mediana; PIT:
Pituitaria; LC: Locus ceruleus; VTA: Area tegmental ventral; SN: Substancia nigra;
RRF: Campo retrorubral. (ZIGMOND et al., 1999).

1.2.1 Sistema Dopaminérgico Mesencefalico

Corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos estao presentes
no mesencéfalo, onde se concentram na substancia nigra, area tegmental
ventral e regido retrorrubral. Estes neurénios dopaminérgicos formam extensas
inervagdes prosencefalicas. Entre elas estdo as proje¢des ao nucleo caudado e
putdmen, nucleo accumbens e tubérculo olfatério, e uma série de regides
corticais, bem como projecbes para a amigdala, area septal lateral e
hipocampo ventral (ZIGMOND et al., 1999). Nos sistemas mesocortical e
mesolimbico, que conjuntamente podem ser chamados de sistema
mesocorticolimbico, os neurbnios dopaminérgicos que se originam na area
tegmental ventral projetam-se para o cértex limbico (areas pré-frontal medial,
cingulada e entorrinal) e para outras estruturas limbicas (as regides do septo,
tubérculo olfatorio, nucleo accumbens, complexo amigdaldide e cortex
piriforme), respectivamente (MOORE e BLOOM, 1978; COOPER et al., 1991;
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REICHLIN, 1998). Esses sistemas influenciam o comportamento e o afeto,
sendo atualmente cogitada a hipétese de que esta projecdo dopaminérgica do
mesencéfalo, ou sistema dopaminérgico mesocorticolimbico, esteja envolvida
em um sistema de "recompensa" que de alguma forma atribui valor para, ou
reforca, certos comportamentos adaptativos (COOPER et al., 1991; REICHLIN,
1998; BEAR et al.,, 2002). Sua descoberta veio reforcar a chamada teoria
dopaminérgica da esquizofrenia, segundo a qual sintomas psiquicos
observados nessa doencga resultariam de uma hiperatividade na transmissao
dopaminérgica no sistema limbico e no cértex pré-frontal (COOPER et al.,
1991).

De acordo com a descricdo de Dahlstom e Fuxe (1964, apud
Iversen et al.,1978), o extensivo sistema dopaminérgico mesencefalico ventral
pode ser dividido em trés partes, (niveis 9-12 da classificagao topografica e
morfologica da distribuicdo de corpos celulares catecolaminérgicos elaborada
pelos mesmos autores): (1) células localizadas na substancia nigra (SN) -
grupo A9 - onde a maioria das células esta agregada na parte compacta e
parte lateral, enquanto somente algumas células sao encontradas na parte
reticulada; (2) células localizadas no tegmento mesencefalico ventromedial -
A10 - onde sédo localizadas na area tegmental ventral (VTA), no nucleo
paranigral, no nucleo caudal linear e nucleo parabranquial pigmentoso; (3)
células que se estendem caudal e dorsalmente da SN até o tegmento
mesencefalico ventrolateral. Nenhuma linha diviséria pode ser identificada
entre estas trés partes do sistema (IVERSEN et al., 1978).

Os terminais dopaminérgicos séo encontrados em sua maioria
no lobo frontal e na area entorrinal ventral. Acredita-se que estas inervagdes
dopaminérgicas originem-se nos grupos de células da area A10. Esta bem
estabelecido que as vias aferentes dopaminérgicas neocorticais originam-se no
mesenceéfalo, sendo os sistemas anteromedial e suprapiramidal originados em

diferentes partes dos grupos de células das areas A9 e A10.

No sistema nigro-estriatal, os neurbnios dopaminérgicos da
substéncia nigra  projetam-se ao neoestriado (caudado-putamen)
(DAHLSTROM e FUXE, 1964; FUXE, 1965; MOORE e BLOOM, 1978;
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COOPER et al., 1991). Esses neurbnios tém um importante papel no controle
das fungbes motoras somaticas (BERTLER e ROSENGREN, 1959a, 1959b;
REICHLIN, 1998). As degeneragdes dos neurbnios dopaminérgicos da
substancia nigra causam uma diminuicdo de dopamina nas fibras nigro-
estriatais, cessando a atividade moduladora que essas fibras exercem sobre o
circuito motor basico ao nivel do neoestriado, provocando as perturbagdes

motoras que caracterizam a Sindrome de Parkinson (COOPER et al., 1991).

Sistema Dopaminergico Mesocorticolimbico

Substancia Nigra
(SN)

Area Tegmental Ventral

(VTA)

Figura 3: llustragao do sistema dopaminérgico mesocorticolimbico

1.2.1.1 Complexo SN-VTA

A area tegmental ventral (VTA) ou também chamado nucleo
tegmental ventral de Tsai (TSAI, 1925), consiste em alguns grupos
heterogéneos de células agrupadas proximas a linha média do assoalho do
mesencéfalo. A VTA se encontra bilateralmente na linha média com uma
aparéncia quase semicircular em secgodes transversas. Na sua extensio caudal

ela se encontra dorsalmente ao nucleo interpeduncular. Lateralmente a VTA
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esta a substancia nigra (SN) (OADES e HALLIDAY, 1987). Paxinos em sua
obra The Rat Nervous System (1995), analisa a VTA e a SN, considerando-as
um unico sistema: VTA-SN. Em sua descricdo, o autor coloca que estas areas
sdo em grande parte continuas exceto onde o nucleo terminal medial do
sistema Optico acessorio se atravessa entre o nivel médio-rostral das duas
areas. A dimensdo rostro-caudal do sistema VTA-SN é de 2,5 mm de
comprimento, e sua dimensdo medial-lateral € de 3mm de largura. A SN
compacta possui um volume de 0,3 mm?® e contém 10.000 — 12.000 neurdnios
de cada lado, enquanto a VTA possui um volume de 1,2 mm? e contém 27.000
neurénios de cada lado. A regido da substancia nigra no complexo VTA-SN &
uma colecdo de elementos quimica e funcionalmente heterogéneos inter-
relacionados. A substancia nigra compacta (SNCo) é composta por uma
camada de neurbnios dopaminérgicos sobrepondo a substancia nigra
reticulada (SNR). A SNR € uma estrutura composta por neuronios gabaérgicos
que formam a maior estagcdo de aferéncias dos ganglios basais. A extenséo
lateral da SNCo é a substancia nigra lateral (SNL), que possui muitas
similaridades com a SNCo e SNR. Embora n&o seja ébvio em ratos, a SNCo é
pigmentada em primatas, especialmente em humanos adultos, e sua coloragao
escura deve-se a pigmentos de melanina presentes nos neurbnios
dopaminérgicos, dai sua denominagdo. Os neurdnios dopaminérgicos da
SNCo, também chamados de grupo celular dopaminérgico A9, como descrito
anteriormente, se estende posteriormente até o campo retro-rubral, tornando-
se 0 grupo celular dopaminérgico A8. Medial e dorso-medial a SNCo e SNR
esta a VTA. A VTA inicia-se anteriormente como area tegmental rostral (VTAR).
Nos niveis médio-anteriores, a VTA é composta dorsalmente pelo nucleo
parabranquial pigmentado (PBP), com volume de 0,6 mm® e 11.000 neurdnios
(40% do total da VTA) e ventralmente, na sua por¢do mais caudal, encontra-se
o nlcleo paranigral (PN), que é menos distinto no rato (0,3 mm?® e 7000
neurénios), que em outras espécies. Na sua linha média, a VTA contém o
nucleo rostral linear (RLI), que é ainda menor (0,1 mm?® e 8840 neurénios), e o
igualmente pequeno (0,1 mm® e 6.000 neurdnios) nucleo interfascicular.
Caudalmente encontra-se o nucleo linear caudal (CLi) preenchendo a linha
média da VTA (0,2 mm® e 2.000 neurdnios).
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A VTA contém uma mistura mais semelhante de neurdnios
nao-dopaminérgicos (20%) e dopaminérgicos (80%) (SWANSON, 1982). Em
comparacgao nas varias espécies, a VTA do rato € mais similar a dos humanos
na sua distribuicdo celular do que a VTA de outros primatas nao-humanos,
dignificando assim o encéfalo do rato como um modelo util para o estudo do
enceéfalo humano (PAXINOS, 1995).

1.2.1.1. 1 Citoarquitetura do Complexo SN-VTA

A SNCo contém neurdnios dopaminérgicos de tamanho médio
(11 x 20 um) densamente empacotados, com o nucleo colocado centralmente
contendo invaginagdes nucleares basofilicas. O padrdo dendritico de muitos
neurénios da SNCo, especialmente em sua porg¢ao ventral, ttm a aparéncia de
neurénios piramidais do cértex invertidos. Nestes neurdnios, um ou dois
dendritos apicais longos dirigem-se ventrolateralmente para a SNR.
Frequentemente, os neurdnios dopaminérgicos adjacentes formam ilhas de
dendritos que invadem a SNR, estes dendritos podem liberar dopamina
(CHERAMY, 1975 apud PAXINOS, 1997) que podem interagir com auto-
receptores dopaminérgicos, receptores dopaminérgicos de dendritos de
neurénios dopaminérgicos adjacentes, neurbnios estriato-nigrais, ou uma
combinagao destes. Outros dendritos de neurénios dopaminérgicos da SNCo
se espalham meédio-lateralmente no plano inclinado da SNCo. Mais raramente

estes dendritos invadem as camadas dorsais da SNCo e neurdnios da VTA.

Um segundo tipo de neurdnio dopaminérgico da SNCo esta
localizado em um plano mais dorsal. E um neurdnio tipico, de tamanho médio,
fusiforme, com dendritos que se espalham no plano médio-lateral. Os
neurdnios da camada mais dorsal da SNCo s&o continuos com o0s neurdnios
mais mediais do PBP da VTA, por esta razdo, estes neurbnios da camada

dorsal da SNCo sao funcionalmente e anatomicamente mais relacionados aos
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neurénios da VTA. Um terceiro tipo de neurdnio encontrado na SNCo, e em
ouras areas do complexo SN-VTA & um neurbnio estrelado, pequeno (10-12
um), com trés a cinco finas arborizagdes dendriticas. Estes neurdnios, que
coletivamente formam 10% dos neurbnios da SNCo possuem um nucleo
relativamente grande e um claro citoplasma, sendo provavelmente um

interneurénio nao-dopaminérgico (PAXINOS, 1997).

A localizagao precisa e a arquitetura dendritica dos neurbnios da
SNCo fornecem uma base morfolégica para sua habilidade de integrar
atividade tanto motora quanto limbica. Seus dendritos da camada dorsal estao
estrategicamente localizados para receber aferéncias diretas dos coértices
cingulado e frontal, e aferéncias indiretas dos cértices limbicos, através de
projecdes por vias estriatais. Os dendritos da SNCo que penetram na SNR
recebem aferéncias topograficamente organizadas do compartimento matriz do
estriado, que esta sobre a influéncia classica (ndo-limbica) extrapiramidal dos
cortices sensorio-motores. Desta forma, neurbnios da SNCo estdo
perfeitamente situados para integrar os sistemas prosencefalicos limbicos e
nao-limbicos, influenciando uma vasta gama de comportamentos (PAXINOS,
1995).

Neurbnios da VTA possuem uma grande variedade de formas e
tamanhos. Um tipo no PBP é muito similar ao tipo fusiforme da camada mais
dorsal da SNCo. Outros neurénios da PBP sao globulares em forma, de
tamanho médio com uma série de arborizacdes dendriticas. Os neurbnios do
PN sdo de tamanho médio e fusiformes. Alguns neurbnios do PN sao
pequenos com dois ou quatro espinhos dendriticos primarios. Os neurdnios do
nucleo Interfascicular (IF) sdo densos, pequenos (10-13 um de diédmetro) e
arredondados. O nucleo RLi contém os maiores neurbnios da VTA, com
tamanho médio de 15 um em didmetro, enquanto o nucleo CLi contém

neurénios menores, com 14 um de diadmetro.

23



INTRODUCAO

1.2.2 Sistema Dopaminérgico e Estresse

Tem sido cada vez mais enfatizado o importante papel exercido
pelas proje¢cdes dos neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral e
substancia nigra no prosencéfalo limbico e coértex pré-frontal na cognicao e
efeitos comportamentais em situacdo de estresse (WATANABE, 1984;
NAKAMURA et al., 1992). Varios trabalhos (ENRICO et al., 1998; WATANABE,
1984; AXEROLD e RESINE, 1984) tém demonstrado que a ativagao
comportamental ou condicbes de estresse por ambientes novos, pressao na
cauda ou imobilizagdo, aumentam a atividade de dopamina nas regides
mesolimbicas e mesocorticais do encéfalo. Estes efeitos sdo mais
pronunciados nos neurénios dopaminérgicos mesocorticais (ENRICO et al.,
1997).

Uma variedade de estressores causa mudangas na atividade
de enzimas que sintetizam catecolaminas e das concentracbes de
noradrenalina e adrenalina no encéfalo. O estresse prolongado promove
mudangas na atividade de enzimas como a tirosina hidroxilase, a dopamina -
hidroxilase e a feniletanolamina N-metiltransferase (PNMT). Essas mudancas
da atividade das enzimas sao reguladas por varios glicocorticoides, ACTH e
atividade neural. Quando ratos sao submetidos a estressores psico-sociais
como competicdo por comida e espaco, eles apresentam aumento da pressao
sanguinea, do peso da adrenal e da concentragao de catecolaminas na medula
adrenal. Neste caso, as enzimas tirosina hidroxilase e PNMT estao
aumentadas no rato (AXELROD e RESINE, 1984).

Sabe-se, portanto, que estimulos estressores variados
provocam alteragdes das concentragdes de dopamina no encéfalo. O estresse
de imobilizagdo ativa a sintese de dopamina nos neurénios dopaminérgicos
mesolimbicos (WATANABE, 1984). Nakamura e colaboradores (1992) sugerem
que os neurdnios dopaminérgicos no sistema nervoso central, particularmente
o sistema dopaminérgico mesocortical, estdo envolvidos ndo somente em
mudangas emocionais, mas também na regulagao de respostas induzidas por

estresse como exposicdo aguda ao som e a vibragdo corporal. Sudha e
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Pradhan (1995) demonstraram que ratos imobilizados a 4°C por 2 horas
ativaram o metabolismo de dopamina no cértex pré-frontal, nucleo accumbens

e estriado.

Ao estudar a ativacdo de dois componentes do sistema
simpato-adrenal (medula adrenal e nervos simpaticos) por diferentes
estressores, Kvetnansky e colaboradores (1998) demonstraram que o estresse
por imobilizacdo e exposicdo ao frio aumentam os niveis de dopamina
plasmatica. Nesse mesmo estudo, ratos que sofreram apenas imobilizacao
ativaram o metabolismo da dopamina somente no cortex pré-frontal. A pré-
exposi¢cao crbnica ao estresse psicologico de isolamento pode resultar em
alteragdes significativas nos niveis de RNAm de tirosina hidroxilase no locus
ceruleus e em nucleos dopaminérgicos do mesencéfalo, e estas respostas
diferem em curso e frequéncia. O estresse por frio ndo muda as concentragdes
de RNAm da tirosina hidroxilase nem a atividade enzimatica da tirosina na SN,
enquanto o estresse por isolamento breve eleva o RNAm da tirosina hidroxilase
tanto na VTA quanto na SN, com o pico observado apés 14 dias de isolamento,
portanto, o estresse por isolamento social repetitivo altera tanto os niveis de
RNAm quanto a atividade da tirosina hidroxilase nestas areas (ANGULO et al.,
1991).

Ao investigar as aferéncias neuronais na area tegmental ventral
que modulam o aumento de dopamina induzida por estresse, Enrico e
colaboradores (1998) verificaram que neurdnios colinérgicos, agindo via
receptores muscarinicos e nicotinicos, inervam os neurénios dopaminérgicos
da area tegmental ventral, mas estes ndo parecem ser afetados por exposigao
ao estresse por manipulagdo do experimentador. Ja aferéncias glutamatérgicas
em neurbnios da VTA, agindo tanto via receptores glutamatérgicos NMDA
quanto nao-NMDA, possivelmente agem em cooperagdo, tendo um
proeminente papel no aumento da liberacdo de dopamina induzida pelo
estresse por manipulagdo, no cortex pré-frontal medial. Estudos anatémicos
tém mostrado que as inervagdes glutamatérgicas da VTA podem surgir de trés
diferentes fontes: do coértex pré-frontal medial, dos nucleos sub-talamicos e dos

nucleos pedunculo-pontinos. Os resultados de Enrico e colaboradores (1998)
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também sugeriram um possivel papel dos neurdnios gabaérgicos, agindo via
receptores GABAg como mediadores da liberagdo de dopamina na VTA em

consequéncia ao estresse.

Estudos comparativos entre diferentes linhagens de
camundongos (C57BL/6JI e DBA/2Jico) mostraram diferentes respostas de
liberagdo de dopamina na regido mesocortical e meso-accumbens pela
exposicao a estimulos estressores. Observou-se uma ativacao forte e rapida do
metabolismo da dopamina mesocortical em camundongos da linhagem
C57BL/6JI (gendtipo usado comumente como modelo experimental de
depressao) e o oposto em camundongos da linhagem DBA/2Jico, o que leva a
hipotese da existéncia de um controle genético no balango entre a dopamina
mesocortical e meso-accumbens quanto sua resposta ao estresse (VENTURA
et al., 2001).

Moore e colaboradores (2001) examinaram os efeitos de um
estressor cronico (exposicdo prolongada ao frio) sobre a atividade elétrica
espontanea dos neurdnios dopaminérgicos na SN e VTA. Foi observado que os
ratos expostos ao frio demonstraram 64% menos atividade espontanea de
neurénios dopaminérgicos comparados aos controles, embora o pico médio de
atividade das células dopaminérgicas que permaneceram ativas dos ratos
expostos ao frio ndo se diferenciassem significativamente dos controles. Uma
proporcao significativa destas células apresentou uma atividade de disparo
excessiva. Moore e colaboradores (2001) mostraram que o estresse crénico
pode levar a cessacao da atividade espontdanea em uma sub-populacdo de
células dopaminérgicas da VTA e SN. Tais mudangas podem indicar que
diferentemente do estresse agudo, que pode potencialmente ativar os sistemas
dopaminérgicos mesolimbico/mesocortical, o estresse cronico leva a uma
reducdo adaptativa do numero de células dopaminérgicas ativas, talvez

alterando a resposta destes sistemas a subsequentes estressores.
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1.2.2.1 Sistema Dopaminérgico e Estresse Neonatal

Alguns trabalhos na literatura tém relacionado o sistema
dopaminérgico com a estimulagdo no periodo neonatal. Adams e Moghaddam
(2000) observaram que a manipulacdo neonatal aumentou significativamente
0os niveis de dopamina na regido septal. Inglis e Moghaddam (1999)
demonstraram que a manipulacdo por 20 minutos aumentou os niveis
extracelulares de dopamina na BLA, no cértex pré-frontal € no nucleo
accumbens e eles sugerem que a inervagao dopaminérgica da amigdala pode
ser mais responsiva ao estresse do que outras regides inervadas por dopamina
no sistema limbico, incluindo o cértex pré-frontal. Estes autores
correlacionaram a dopamina da amigdala aos processos normais e

patofisioldgicos da resposta de um organismo ao estresse.

O isolamento no periodo neonatal também tem efeito sobre o
sistema dopaminérgico. Ratos adultos que foram isolados diariamente, do dia 2
ao dia 9 pés-natal, apresentaram, quando colocados em um ambiente novo,
um aumento no indice de renovacao (turnover) da dopamina nas regides
hipotalamicas e septal, que sao parte do sistema limbico e recebem inervacao
da via dopaminérgica mesolimbica. Ja o estriado, que recebe inervagdo da via
dopaminérgica nigro-estriatal ndo apresentou diferenga entre os ratos controles
e isolados, demonstrando que o sistema dopaminérgico nas varias estruturas
cerebrais pode ndo responder da mesma forma a um mesmo estimulo (KEHOE
et al.,1998).

Assim como na estimulacdo no periodo neonatal, observou-se
que o estresse aplicado no periodo pré-natal também tem efeitos sobre o
sistema dopaminérgico na vida adulta. Wang e colaboradores (1995)
observaram que o estresse pré-natal pode resultar em um déficit na
neurotransmissdo dopaminérgica no nucleo accumbens e esse déficit pode

possivelmente causar diminuigdo no comportamento sexual em ratos.

A proposta de verificar a participacdo do sistema
dopaminérgico nas alteragbes comportamentais decorrentes do estresse

neonatal se baseia no fato deste neurotransmissor ter papel na resposta a
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exposicdo ao estresse na vida adulta. Através dessa correlagao
neurocomportamental pretende-se avaliar possiveis alteragdes no sistema
dopaminérgico decorrentes da experiéncia de estresse precoce que expliquem

as alteragcdes comportamentais apresentadas por estes animais.

1.3 Medo

A exposi¢cdo a condigdes hostis resulta em uma série de
respostas coordenadas organizadas para aumentar a probabilidade de
sobrevivéncia. Estas respostas coordenadas, frequentemente referidas como
"respostas de estresse", sdo compostas por alteragdes no comportamento,
funcdes vegetativas e na secregdo de diversos horménios (VAN DE KAR e
BLAIR, 1999), enquanto o medo, € uma emogéo adaptativa que sinaliza perigo,
evocada por esta exposi¢ao a situagdes hostis. Entre outras fungbes, o medo
serve tanto para organizar respostas somaticas e vegetativas (como
imobilizacdo e respostas simpaticas) quanto para motivar a agao (fuga e
esquiva) frente a ameaga (MAREN, 2001). Neste sentido, pode se considerar
que o medo é um termo usado para definir o estado subjetivo consequliente da
exposigao direta ou indireta a um "estressor" que ameaga a homeostase do
individuo. Segundo Van de Kar e Blair (1999), estes estressores podem ser
definidos como condi¢cdes que pde em risco a sobrevivéncia de um individuo,
ou sao percebidas como tal. Para este autor, os estressores podem ser
agrupados em trés grandes categorias: a) estressores psicolégicos baseados
em uma resposta aprendida frente a ameaca de uma condicdo adversa
iminente (medo, ansiedade, exposicdo a um ambiente novo ou incontrolavel),
b) estressores que consistem de um estimulo fisico, e tém um forte
componente psicolégico (dor, choque nas patas, imobilizagdo), e c) estressores
que desafiam a homeostase cardiovascular (hemorragia, estresse ortostatico,

exercicio, exposi¢ao ao calor).
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Ha também uma classificagdo de estimulos estressores nas
categorias: fisico e psicolégico. Para Fink (2000), a divisdo entre estressores
em fisicos e psicolégicos é na maioria das vezes heuristica, no sentido de que
a maioria dos estressores fisicos tém componentes psicologicos e estressores
psicolégicos freqliientemente possuem um componente fisico. Por outro lado,
tem sido mostrado que a antecipacdo de estressores fisicos, como, por
exemplo, choque elétrico ou imobilizagdo, envolvem fortes componentes
psicolégicos a estes estressores. Desta forma, o estressor utilizado no
paradigma de medo aprendido nesta pesquisa sera considerado um estressor
psicoldgico, por se tratar do préprio comportamento de antecipagédo do estimulo

choque elétrico que sera avaliado.

1.3.1 Medo Inato e Medo Adquirido

Na teoria de medo proposta por Watson em 1924, um estimulo
inato para o medo (isto é, aqueles capazes de causar medo sem uma
aprendizagem especial de que s&o perigosos ou nocivos) poderia ser limitado
ao barulho, perda repentina de suporte e dor. Todos os outros estimulos que
podem produzir medo seriam entdo supostamente adquiridos. A teoria de medo
de Watson hoje é considerada demasiadamente simplista, principalmente por
tratar de forma igual todas as espécies, como se a definicdo dos estimulos
eliciadores de medo fosse a mesma independente da espécie. Um grande
numero de estimulos bastante complexos, além daqueles listados por Watson,
sao inatamente capazes de produzir medo, e tais estimulos podem ser

diferentes em diferentes espécies.

Gray, em sua obra The psychology of fear and stress (1987),
classifica todos os estimulos de medo em cinco principios gerais: intensidade,
novidade, “perigos evolucionarios especiais”, estimulos que surgem durante

interagbes sociais e estimulos de medo condicionado. Embora a dor tenha
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saido da lista de estimulos eliciadores de medo de Gray, este autor associa o
medo e a dor na seguinte afirmagédo, que segundo ele representa o senso
comum: "devemos nomear medo, o estado que ¢é eliciado pelo estimulo que da
0 aviso de dor, ndo o estado eliciado pelo estimulo doloroso em si", (GRAY,
1987: p.19), ou seja, medo ocorreria pela antecipacado da dor. Mas esta nao é
ainda uma definicdo completa de medo inato. Quando o autor explica o terceiro
principio, “perigos evolucionarios especiais”, onde alguns dos estimulos
eliciadores de medo poderiam ser enquadrados, uma definicdo mais ampla de
medo inato pode ser explicitada: “onde uma situagao particular € repetidamente
responsavel pela a morte de uma quantidade significativamente grande da
populagdo (em escala evolucionaria) por um periodo de tempo suficientemente
grande, os individuos desta espécie podem desenvolver um medo inato frente
a alguns dos estimulos caracteristicos desta situagao e evita-los. A aumentada
probabilidade de sobrevivéncia da espécie que desenvolver tal medo inato é
Obvia”.

Embora muitos estimulos possam ser causadores de medo
inato, a aprendizagem é extremamente importante na génese do medo. Um
papel central em tal aprendizagem é comumente atribuido ao processo do

condicionamento classico (GRAY, 1987).

1.3.1.1 Condicionamento Classico e Medo Aprendido

Uma variedade de paradigmas comportamentais tem sido
desenvolvida para mimetizar o estresse psicologico humano em modelos
animais. A maioria das pesquisas que investigam as bases neuroanatbémicas e
neuroquimicas do estresse psicologico induzido por liberacdo de hormdnios
utiliza ou o paradigma de medo condicionado ou estresse por
imobilizacao/contencao (VAN DE KAR e BLAIR, 1999).

O condicionamento classico foi primeiramente estudado no
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inicio do século passado por Pavlov, fisiologista russo, que o definiu como um
processo de substituicdo de estimulos. Um estimulo antes neutro adquire o
poder de eliciar a resposta que originalmente era eliciada por outro estimulo. A
mudanga ocorre quando o estimulo neutro for seguido pelo estimulo efetivo.
Pavlov também investigou também o processo inverso pelo qual o estimulo
condicionado perde seu poder de evocar a resposta quando deixa de ser
reforcado, processo que chamou de extincdo. No modelo experimental de
Pavlov, o sujeito é repetidamente exposto a uma sequéncia na qual um
estimulo inicialmente neutro (como um tom ou um flash de luz) é seguido logo
em seguida ou mesmo sobreposto por um estimulo de alguma significancia
biolégica para o animal (como comida ou estimulo doloroso). O ultimo, ou
estimulo incondicionado (El) elicia sem nenhuma aprendizagem prévia um
conjunto de respostas reflexas incondicionadas. Quando os pareamentos de
estimulos sdo continuados, o estimulo que antes era neutro torna-se
condicionado (EC), na medida que passa a eliciar por si préprio alguma parte
do total de respostas inicialmente eliciadas apenas pelo estimulo
incondicionado, que sao chamadas de respostas condicionadas (RC) (GRAY,
1987; SKINNER, 1994; LE DOUX, 1998).

O condicionamento do medo € uma variacdo do condicionamento
classico descoberto por Pavlov na virada do século passado. Um dos primeiros
experimentos onde o medo aprendido foi utilizado como modelo de avaliagédo
de estresse psicoldgico foi o de Hunt e Otis, (1953, apud GRAY, 1987), onde
foi apresentado a um rato um flash de luz por 3 minutos (estimulo neutro - EN)
em que no final, um choque (El) era disparado nas patas do animal. Os
experimentadores utilizaram a defecagao como indice de medida da resposta
de medo, e observaram que, no final do pareamento, a defecagao, que ocorria
antes somente quando o choque era emitido, agora aumentava sua frequéncia
diante a emissdo do flash de luz (EC). Depois, numa fase seguinte do
experimento, quando a luz era apresentada seguidamente sem ser seguida por
choque, a tendéncia era de uma diminuicdo gradativa de defecacéo,
produzindo uma tipica curva de extingdo. Existem muitos outros experimentos
mostrando que outras respostas sintomaticas do medo (mudangas da

frequéncia cardiaca, da respiragdo, etc.) podem ser classicamente
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condicionadas de maneira similar. Uma caracteristica peculiar do
condicionamento classico do medo surge quando levamos em conta uma
resposta em particular, que ¢é comumente usada como indice de
condicionamento: a imobilizagao ou freezing, como € chamada em inglés. O
condicionamento do medo nao inclui o aprendizado da reagao, embora os ratos
imobilizem-se quando estdo expostos a um som depois, mas nao antes do
condicionamento, este ndo ensina os ratos a imobilizarem-se. Os ratos
paralisam-se naturalmente quando sao expostos ao perigo. Ratos criados em
laboratério, que nunca viram um gato, vao imobilizar-se ao encontrarem pela
primeira vez seu predador natural. A imobilizagdo € uma reagdo de defesa
inata que pode ser ativada tanto por um estimulo eliciador aprendido quanto
natural. (LE DOUX, 1998) Muitas outras espécies demonstram este padrao de
imobilidade tensa e silenciosa quando em situagdes de perigo, porém esta
resposta apresenta um padrdo de aprendizagem incomum. Na definigdo do
condicionamento classico, Pavlov colocou a existéncia de uma substituicio de
estimulos, onde o estimulo condicionado (EC) passaria a eliciar exatamente as
mesmas respostas que o estimulo incondicionado (El) eliciaria, mas esta visao
do condicionamento ndo € muito clara, o padrao de respostas eliciadas pelo EC
provavelmente nunca € uma copia exata da reacdo ao El. Portanto, pode-se
dizer que o EC nao produz uma mudanga no comportamento a menos que o El
produza uma mudanca do mesmo tipo na mesma direcdo, (porém néo
necessariamente no mesmo grau). Todavia a resposta de imobilizagdo € uma
excegao a esta regra. O rato normalmente responde ao choque com grande
aumento de reatividade, dirigido a encontrar uma saida da situagcdo ou
atacando uma caracteristica do ambiente; ja o estimulo neutro que foi pareado

com o choque ira eliciar a resposta inversa: imobilidade (GRAY, 1987).

Este autor apresentou duas explicagbes possiveis (hdo mutuamente
excludentes) para este dilema. Uma delas é considerar que o rato esta
equipado com uma resposta inata (freezing) ao estimulo que vem seguido de
outro que gera medo incondicionado, (ou seja, ele teria uma resposta inata
especifica para o estimulo neutro que fosse condicionado) e somente
precisaria aprender (via condicionamento) a qual estimulo neutro ele deve

responder desta forma. Esta mistura de comportamento inato e aprendido

32



INTRODUCAO

poderia funcionar em paralelo, tendo um valor adaptativo, na medida que o
animal responde a dor infligida por um predador, correndo e lutando, mas ao
estimulo que anuncia previamente a presenca de perigo, permanecendo imével
e talvez escapando da atengdo do predador. A segunda explicagdo possivel
que Gray apresentou para o dilema da resposta de imobilizacdo do rato
perante os EC, leva ao abandono da idéia de que, no condicionamento
classico, o que é condicionado ao estimulo neutro é a resposta em si. Ao invés
disso, se supde que o EC serviria, como resultado do condicionamento, para

evocar algum tipo de mudancga de estado no sistema nervoso.

O condicionamento do medo proporciona que canais de reacdes
neurofisiolégicas, produzidas ao longo do desenvolvimento diante de novos
estimulos, antecipem o perigo, adquirindo o controle de formas
comprovadamente eficazes de reagir. O perigo antecipado por estes estimulos
deflagradores aprendidos pode ser real ou imaginario, concreto ou abstrato,
oferecendo uma ampla gama de condicionamentos externos (ambientais) e
internos (mentais) que podem servir de EC. O aprendizado do medo
condicionado € muito rapido e pode dar-se em seguida a um pareamento de
EC-EI. Este aprendizado é também duradouro, sendo dificilmente esquecido.
No entanto, a exposicao repetida ao estimulo condicionado, na auséncia do
estimulo incondicionado, pode produzir a extingdo, como ja foi citado. Porém, a
extingdo nao significa o fim da relacdo EC-EI. Pavlov observou que uma
resposta poderia ser completamente extinta num dia, mas no dia seguinte, o
estimulo condicionado estaria novamente pronto para produzir a sua reacao
condicionada: fendmeno este denominado recuperagcdo espontanea (LE
DOUX, 1998).

1.3.2 Neurobiologia do Medo

E reconhecido ha décadas que a amigdala esta criticamente
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envolvida na regulacdo do medo em mamiferos. De fato, um consideravel
numero de evidéncias (DAVIS, 1997; FENDT e FANSELOW, 1999; LE DOUX,
2000; MAREN, 2001; MCGAUGH, 2000) tém indicado que formas de
aprendizado motivadas pelo medo, tal como o condicionamento classico do
medo e o condicionamento de esquiva instrumental, envolvem o complexo
basolateral da amigdala (BLA). Embora ndo haja discordancia quanto ao fato
de que a BLA possua um papel importante na aprendizagem motivada pelo
medo, diferentes achados em relagdo ao papel preciso deste nucleo
amigdaldide tém vindo a tona nos ultimos anos (MAREN, 2001). Maren (2001)
realizou lesbes neurotéxicas no BLA apds o treino de um condicionamento
contextual e verificou que severos déficits nas medidas de imobilizacio
(laténcia, duracdo e frequéncia) chegando a medidas similares aquelas
encontradas em ratos que nao foram submetidos ao estimulo incondicionado.
Seus resultados conferem com os demais achados, que indicam que diferentes
respostas de medo, incluindo o condicionamento de sobressalto (CAMPEAU et
al., 1995; SANANES e DAVIS, 1992), analgesia (HELMSTETTER e
BELLGOWAN, 1993) e mudangas na frequéncia cardiaca (GENTILE et al.,
1986) sao interrompidas apos lesbes pos-treino na amigdala. Estes dados
suportam a hipotese de que a BLA teria um papel no estoque de memdrias
relacionadas ao medo (DAVIS, 1997; FANSELOW e LE DOUX, 1999; LE
DOUX, 2000; MAREN, 1999). Segundo este ponto de vista, lesbes na BLA
resultariam na abolicdo do freezing condicionado por apagar a memodria da
associacao dos estimulos condicionado e incondicionado estabelecida durante
o condicionamento (MAREN, 2001). Diferengas entre os mecanismos neurais
subjacentes ao condicionamento classico de medo contextual (onde o estimulo
neutro € o proprio ambiente onde o condicionamento é realizado) e o
condicionamento classico de medo com pista (onde o estimulo neutro pode ser
um estimulo auditivo ou visual) também tém sido observadas. Maren (200;
1998;1999) observou que lesées na BLA parecem afetar mais intensamente o
condicionamento de medo contextual, podendo nao ter efeitos em outros
modelos de condicionamento. De forma geral, os efeitos de lesbes na BLA
parecem depender do periodo em que foram realizadas, do tipo de

condicionamento envolvido, bem como da intensidade do condicionamento, ou
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seja, enquanto lesbdes pos-treino produzem déficits globais e completos na
resposta de imobilizacdo do medo condicionado independente da intensidade
do treino ou modalidade do estimulo condicionado (auditivo ou contexto),
lesbes pré-treino deste nucleo parecem apresentar alteragdes mais limitadas,
produzindo déficits globais no condicionamento com estimulo auditivo mesmo
com treinos intensivos, podendo ser revertido pelo treino intensivo no

condicionamento contextual.

O bem documentado papel da amigdala no condicionamento
do medo e a substancial inervagdo dopaminérgica da amigdala sugerem uma
contribuigdo do sistema dopaminérgico mesoamigdaldide na aquisicédo e
expressdo do medo condicionado (GUARRACI et al., 1999). Evidéncias
acumuladas (BOROWSKI et al., 1996; COCO et al.,, 1992; DEUTCH et al.,
1991; TRULSON et al., 1984) sugerem que os neurbnios dopaminérgicos da
VTA contribuem na circuitaria que modula os comportamentos motivados pelo
medo através da amigdala. A conhecida capacidade da cocaina de aumentar a
responsividade ao medo e a habilidade dos neurolépticos de diminuir essa
responsividade, sugere a importancia do papel da dopamina no comportamento

emocional aversivo.

Greba e colaboradores (2000) demonstraram que o uso de um
antagonista nao-especifico de receptor muscarinico nos neurbnios da area
tegmental ventral resulta na inibicAio da resposta de alarme no
condicionamento reflexo pavloviano em ratos, ndo alterando as respostas
sensorio-motoras basais. Tais evidéncias levam a identificagcdo da acetilcolina
atuando na VTA como neurotransmissor responsavel por um mecanismo
excitatério potencial que é subjacente as propriedades das respostas de medo
frente a estimulos ambientais ameacadores. Sabe-se que a exposi¢cao de um
animal a experiéncia de medo condicionado esta associada ao aumento do
metabolismo da dopamina na VTA. Munro e Kokkinidis (1996) demonstram que
0 uso do agonista quinpirole para receptores dopaminérgicos D, na VTA
bloqueia a resposta de alarme no condicionamento de sobressalto sem alterar
a resposta de alarme por estimulo acustico, concluindo que os neurbnios

dopaminérgicos na VTA regulam os aspectos excitatorios da expressdo do
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medo modulando a expressdo emocional aversiva no sistema de medo
baseado na amigdala. A atividade dos neurbnios dopaminérgicos na VTA do
rato é tonicamente inibida pelos receptores somatodendriticos dopaminérgicos
D, e GABAA. Sabe-se que eferéncias dopaminérgicas da VTA inervam os
nucleos central e basolateral da amigdala, pois lesbées na VTA levaram a
deplecdo da dopamina amigdaldide, enquanto a estimulagdo quimica em
neurdnios desta area aumenta o metabolismo da dopamina na amigdala
(HAGAN, et al.,1990). Lamont e Kokkinidis (1998) verificaram que a infusdo do
antagonista do receptor de dopamina D1 SCH 23390 na amigdala bloqueia a
expressdo de medo, salientando o papel da atividade mesoamigdaldide nas

reacoes excitatérias do medo condicionado.

O sistema dopaminérgico possui um importante papel na
reatividade a perturbacbes do ambiente, no processamento seletivo de
informacdes e na modulacdo de respostas emocionais, sendo todas estas
funcdes essenciais na habilidade de lidar com as adversidades do mundo
externo. (SUZUKI et al., 2002). Vérias pesquisas tém mostrado que a
reatividade da dopamina frente estimulos estressores ocorre seletivamente em
diferentes locais do encéfalo, dependendo das propriedades do estresse
utilizado. Por exemplo, estresse por choque na cauda estd relacionado a
aumento da dopamina no estriado e no nucleo accumbens (KEEFE et al., 1990;
SUZUKI et al., 2002), enquanto a reatividade da dopamina frente a estressores
psicolégicos esta mais relacionada com o cortex pré-frontal (TIDEY e MICZEK,
1996) e com a amigdala, eferéncia importante das enervagdes dopaminérgicas
advindas da VTA e profundamente envolvida com as repostas
comportamentais do medo condicionado (SUZUKI et al., 2002; YOSHIOKA et
al., 1996; WU et al., 1999).

1.4 Estresse neonatal, Expressao do Medo e Sistema Dopaminérgico
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Alteragdbes do ambiente no periodo mais precoce de
desenvolvimento do individuo podem causar efeitos de longo prazo em
parametros comportamentais e  neurofisiolégicos  relacionados  ao
enfrentamento de situagdes de estresse (MEANEY et al.,, 2002). De forma
geral, tanto o paradigma da manipulagdo neonatal, originalmente desenvolvido
por Levine (1957, apud PAPAIOANNOU, et al., 2002), quanto o de separacéo
materna vém sendo bastante cogitados como modelos uteis para o
entendimento dos processos subjacentes as experiéncias aversivas precoces,
e estao relacionados com alteragdes na habilidade do individuo de responder,
enfrentar e se adaptar a estimulos estressores (PLOTSKY e MEANEY, 1993a;
1993b; MEERLO et al., 1999; PAPAIOANNOU et al., 2002; PADOIN et al.,
2000; COSTELA et al., 1995). Interessantemente os modelos de manipulacéo e
separacao parecem ter efeitos neurofisioldgicos exatamente opostos (MEANEY
et al., 2002), como ja foi mencionado anteriormente. Estudos prévios em nosso
laboratério mostraram que animais manipulados no periodo neonatal
apresentaram uma menor inibicdo comportamental em dois testes de medo
inato: campo aberto e campo aberto com gato (FOSSATI, 2000). Embora as
respostas comportamentais inatas frente a estimulos estressores tenham sido
bastante investigadas, os aspectos da aprendizagem do medo em animais
manipulados permanecem ainda inexplorados, bem como ocorre com o modelo
de separacao materna. Neste modelo, os efeitos comportamentais sobre a
resposta a estimulos estressores parecem ainda inconclusivos, visto que existe
na literatura uma falta de concordancia geral nos resultados obtidos, embora
em um nivel neuroendocrino estes efeitos ja estejam bem estabelecidos
(SCHANBERG e FIELD, 1987; KUHN e SCHANBERG, 1998; FRANCIS et al.,
1999; LADD et al.,, 1996; LIU et al.,, 2000; PLOTSKY e MEANEY, 1993a e
1993b; SUCHECKI et al., 1993).

Tendo em vista os dados encontrados na literatura até o
momento deste estudo, bem como os trabalhos prévios de nosso laboratério,
espera-se obter uma confirmacao dos dados ja encontrados quanto a atenuada
resposta de medo inato de animais manipulados. Também é esperado que
animais manipulados manifestem, da mesma forma, sua resposta de medo

aprendido reduzida, pois embora os mecanismos moduladores destes dois
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paradigmas de medo ndo sejam exatamente os mesmos, ja foram retratadas
alteragbes neuroendocrinas especificas em ambos. Supbe-se que animais
submetidos a separagcdo materna apresentem suas respostas de medo inato e
aprendido intensificadas, tendo em vista a maior reatividade neuroenddcrina

observada nestes animais.

O envolvimento da dopamina na regulagdo neural das
respostas de estresse mediadas pelo eixo HPA vem sendo estudado ha algum
tempo (SZAFARCZYK et al., 1988; CASOLINI et al., 1993). E sabido que a
exposi¢cao de animais a estimulos condicionados, que evocam respostas de
medo, aumenta o metabolismo de dopamina na VTA, provavelmente devido a
um aumento da taxa de disparo destes neurdnios (DEUTCH et al., 1985). Esta
resposta de medo condicionado €& bloqueada por lesdes excitotdxicas dos
neurénios dopaminérgicos da VTA, bem como por infusdo de agonista de
receptor dopaminérgico Dy;3; (MUNRO e KOKKINIDIS, 1998), e induzida por
eletroestimulacdo nesta area ou no complexo amigdaloide (BOROWSKI e
KOKKINIDIS, 1997). Também é conhecido o fato de que animais submetidos a
intervengdes no periodo hiporresponsivo apresentam n&o soO alteragbes
neuroquimicas e estruturais no eixo HPA (PLOTSKY e MEANEY, 1993a,
1993b), como também alteragdes nas concentragdes de monoaminas em
diversas areas relacionadas as respostas de medo (ANDERSEN et al., 1999;
PAPAIOANNOU et al., 2002; LIU et al., 2000).

Partindo do principio que animais manipulados apresentam
alteragdes no eixo HPA no sentido de uma menor responsividade ao estresse,
e considerando que a o sistema dopaminérgico mesocorticolimbico sofre
influéncias das respostas do eixo quando em situagdes de estresse
(SZAFARCZYK et al.,, 1988; CASOLINI et al.,1993) em um sentido direto,
espera-se que animais manipulados apresentem uma menor imunomarcagao
de dopamina neste sistema. Tendo em vista que a separagdo materna gera
efeitos exatamente inversos, no que se refere a responsividade do eixo HPA
em estresse, espera-se uma alteragdo no sistema dopaminérgico no sentido d

uma maior imunomarcagao.

Considerando esta inter-relagdo entre experiéncias aversivas
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precoces, responsividade ao estresse e sistema dopaminérgico, buscou-se
investigar as respostas comportamentais de medo, inato e aprendido, de
animais manipulados e separados. Bem como possiveis alteracdes na
dopamina do sistema mesocorticolimbico e nigroestriatal destes animais que

poderiam estar atuando nestas alteragoes.
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2 OBJETIVOS

Busca-se avaliar os efeitos tardios de dois modelos de estresse
neonatal: manipulacdo e separagao materna, sobre a expressdo do medo em
ratos machos adultos sobre dois diferentes paradigmas: medo inato e
aprendido. Esta pesquisa também propde a investigagdo dos efeitos destes
modelos de intervencdo precoce sobre a imunomarcacao de dopamina do
sistema mesencefalico, que possui papel importante na modulagdo das

reacdes comportamentais em resposta ao estresse.

Para tal pretende-se realizar o condicionamento classico
pavloviano para avaliar as reagcdes de medo aprendido, o teste de campo
aberto para avaliar respostas de medo inato e a técnica de imunoistoquimica
para demonstrar a tirosina hidroxilase, enzima precursora da dopamina, na
VTA, e SNCo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da variedade Wistar
provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os animais foram
mantidos no biotério sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas com inicio da
fase escura as 17 horas e 30 minutos. A temperatura do biotério foi mantida
constante em torno de 22°C. Todos os animais tiveram livre acesso a agua e

comida durante todo o periodo desta pesquisa.

Fémeas prenhas foram trazidas do biotério central da UFRGS
ao biotério do Laboratério de Neuroendocrinologia do Comportamento, onde
eram aleatoriamente divididas nos grupos experimentais. O dia do parto das
ratas foi controlado rigorosamente. Para a realizacédo de todos os experimentos
foi utilizado um total de 111 animais provenientes de 48 ninhadas distintas. Os

animais eram submetidos a apenas um dos experimentos.
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3.2 Tratamento

O desenho experimental consistiu em 3 grupos: controles,
manipulados e separados (privados da mae). Um rato de cada uma das
ninhadas de cada grupo foi utilizado em cada experimento. A seguir descreve-

se os referidos grupos experimentais:

a) Grupo | - CONTROLES - os animais nado foram tocados
pelos experimentadores nem pelos tratadores durante os 10 primeiros dias de
idade, tendo somente suas caixas trocadas no 6° dia apés o nascimento sem

que o ninho fosse afetado.

b) Grupo Il - MANIPULADOQS - os animais foram retirados da
caixa por 3 minutos e gentilmente manipulados pelo experimentador por 1
minuto uma vez por dia durante os 10 primeiros dias de vida. No 6° dia apds o

nascimento suas caixas foram trocadas sem que o ninho fosse afetado.

c) Grupo Il - SEPARADOS - os animais foram separados da
mae e mantidos em estufa com controle de temperatura (32+1°C) por 3 horas
uma vez por dia durante os 10 primeiros dias de vida. Estes animais também
tiveram suas caixas trocadas no 6° dia apdés o nascimento sem que o ninho

fosse afetado.

O dia do parto de cada ninhada foi rigorosamente controlado e
considerado nesta pesquisa como dia 0. No primeiro dia pés-parto as ninhadas
foram aleatoriamente divididas nos grupos experimentais e padronizadas em 8
filhotes por mée, mantendo-se sempre 1 ou 2 fémeas por ninhada. Apds o
periodo de intervengcao neonatal (dias 1 a 10), os ratos permaneceram com a
mae até o dia 21 pds-parto, quando entdo foram desmamados e mantidos em
caixas com os irmaos do mesmo sexo sendo tratados segundo a rotina padréo

do biotério. Todos os machos da ninhada foram mantidos juntos na caixa até o
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dia 46, quando eram divididos em duas caixas e mantidos até a idade adulta,
quando eram submetidos aos diferentes experimentos. Foi utilizado um total de
48 ninhadas, onde cada irmdo era submetido a um unico experimento, de
forma que a amostra de cada teste foi formada por animais ndo pertencentes a
mesma ninhada (ndo-irmaos). Um registro dos pesos de todos os animais foi
realizado nos dias 21, 30, 46e 90. Na primeira pesagem, animais com uma
variagao de peso maior que 30% da média esperada foram descartados a fim

de evitar a interferéncia de possiveis patologias

3.3 Desenho Experimental

Os dados provenientes desta pesquisa foram advindos de duas
abordagens experimentais: analise comportamental e analise
imunoistoquimica. Na primeira, buscou-se avaliar dois paradigmas de medo, o
inato e o aprendido, e para tanto, foram realizados dois experimentos: o teste
do campo aberto e o condicionamento classico pavloviano, ou medo
condicionado. Em cada experimento comportamental foram utilizados 48 ratos
nao irmaos, 16 em cada grupo experimental (controle, manipulado e separado).
Na analise imunoistoquimica utilizaram-se 5 ratos de cada grupo experimental,

perfazendo uma amostra total de 15 ratos.
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A seguir um esquema do desenho experimental desta pesquisa

48 NINHADAS

111 RATOS MACHOS

GRUPO GRUPO GRUPO
CONTROLE MANIPULADO SEPARADO

Medo Inato - Campo Aberto
(N=48)

Medo Aprendido — Condicionamento Classico
(N=48)

Imunoistoquimica TH
(N=15)

Figura 4: Esquema de ilustragcdo do desenho experimental da pesquisa

3.4 Analise Comportamental

Ambos os experimentos da analise comportamental foram
realizados em ambiente iluminado durante a fase escura do ciclo do biotério.
Os animais eram avaliados quando completavam 90 - 110 dias de vida. Uma
vez alcangada a idade mencionada, um animal de cada ninhada era submetido
a um dos testes comportamentais, pesado e marcado, para entao ser devolvido

para a caixa moradia.
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3.4.1 Medo Aprendido

Os animais eram retirados da "caixa-moradia", e transportados
para o local do experimento (previamente climatizado a temperatura do
biotério) em caixas menores. Foi estipulado o tempo de 20 minutos para a
adaptacdo a sala do experimento, tempo durante o qual os animais
permaneciam na caixa do transporte com comida e agua. Apds este periodo os
animais eram colocados na caixa de condicionamento, onde permaneciam
ainda por 5 minutos para a adaptacdo a caixa antes de iniciar o
condicionamento propriamente dito. Este periodo de adaptacgéao foi introduzido
afim de ndo produzir um condicionamento contextual, onde a prépria caixa
seria um dos estimulos neutros associados ao choque. Apds o periodo de
adaptacdo a caixa os ratos eram submetidos a um esquema de
condicionamento reflexo (treino), que, neste experimento, compreendeu no
pareamento repetitivo de dois estimulos neutros ou condicionados simultdneos
(som -3000Hz a 30dB- e luz) com um estimulo aversivo incondicionado
(choque elétrico - 0.8 mA). Foram realizadas, ao total, 10 apresentagdes do
estimulo condicionado associado ao estimulo incondicionado, divididas em 2
sessdes com 5 estimulagbes em cada, com intervalos de 20s entre cada
emissao do pareamento (som - luz - choque) e um minuto entre cada sesséo.
Os estimulos condicionados foram emitidos por 5s sendo no ultimo segundo
associada ao choque, que teve, portanto, uma duracao total de 1s, de acordo

com a ilustragao a seguir:
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- = Estimulos Condicionados (luz e som)

= Estimulo Incondicionado (choque elétrico)

= = = |ntervalo entre pareamentos

Figura 5: llustracdo do esquema de pareamentos de estimulos no treino do Medo

Condicionado.

O teste foi realizado 24 horas apds o condicionamento (treino),
quando as respostas de alarme do medo aprendido foram registradas. Nesta
segunda fase o animal foi recolocado na caixa de condicionamento e
submetido a emissdes dos estimulos neutros (sirene e luz), seguindo 0 mesmo
esquema de 5 segundos de emissdo com intervalos de 20 segundos por um

periodo total de 30 minutos.

Treino e teste foram realizados com um animal de cada vez,
sendo a analise dos dados realizada somente na fase do teste, onde os
animais eram filmados (Figura 6). Posteriormente os comportamentos emitidos
foram registrados através do programa Noldus® (Holanda) e os dados foram
entdo submetidos a analise estatistica para verificagdo de possiveis diferencas

entre os grupos experimentais, conforme descrito adiante.

3.4.2 Medo Inato

Neste experimento seguiu-se a mesma rotina de transporte e
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adaptacdo a sala do experimento citadas no experimento anterior. Apds o
periodo de adaptacéo o rato era retirado da caixa do transporte e colocado em
um canto aleatério do campo aberto, virado sempre para a parede. Um
crondmetro era acionado e o tempo de exploracao estipulado foi de 5 minutos.
Apos este periodo o rato era retirado do campo e transportado para a caixa
moradia. Antes de cada registro o campo era totalmente limpo com alcool 50%.
Todo periodo de permanéncia do rato no campo foi filmado e os
comportamentos registrados no programa Noldus® (Holanda) e submetidos a
analise estatistica para verificagdo de possiveis diferencas entre os grupos

experimentais, conforme descrito a seguir.

3.5 Instrumentos

3.5.1 Caixa de Condicionamento

Para a realizacdo do condicionamento reflexo foi utilizada uma
Caixa de Condicionamento com medidas de 30 cm X 25 cm X 20 cm (Figuras 6
e 8) com dispositivos de emissdo de som, luz (interna e externa) e corrente
elétrica, que podiam ser controlados pelo experimentador e por um monitor
eletrénico (Figura 7). Foram escolhidas as seguintes intensidades para os
estimulos: 0,8 mA para o choque elétrico e a intensidade 7 para o estimulo
sonoro, de 10 dB. A caixa possui dois sistemas de emissdo de estimulo
luminoso, um interno e outro externo a caixa, tendo sido escolhido o sistema de
luz interno com intensidade 7. O assoalho da caixa € composto por barras
metalicas condutoras de eletricidade com 0,5 cm de didmetro distanciadas 1cm

entre si (Figura 8). A emissao do estimulo elétrico é produzida por um gerador
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de corrente constante que é controlado pelo experimentador. Um controlador
de tempo e um contador do numero de choques emitidos s&o apresentados em

um visor digital.

Figura 6: Disposicdo dos equipamentos do medo condicionado. A: camera para
captura do condicionamento. B: caixa de Skinner. C: video para a gravagao do registro

e tv.

Visor digital com controle do
tempo e n° de estimulos

Controle da emisséao
do estimulo sonoro

Controle da emisséo
do estimulo elétrico

Controle da emissao
do estimulo luminoso

Figura 7: Monitor eletrénico usado no medo condicionado
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— estimulo luminoso

Figura 8: Caixa de Condicionamento

3.5.2 Campo Aberto

O campo aberto consiste em uma caixa de 1 m? (Figura 9) com
paredes de 50 cm de altura e com sua base dividida com linhas brancas em
quadrantes de 20 cm? perfazendo um total de 25 quadrantes, 16 laterais

(proximos as paredes) e 9 centrais.

Figura 9: Campo Aberto
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3.5 Imunoistoquimica

A Imunoistoquimica €& uma técnica que proporciona a
demonstracdo de diferentes componentes antigénicos dos tecidos, usando
para isso anticorpos especificos e um conjunto de técnicas que permitem sua
localizagao in situ, com ajuda de microscopia 6ptica ou eletrénica. As técnicas
mais usadas s&o as chamadas indiretas, as quais empregam um segundo
anticorpo (lgG) para localizar um primeiro anticorpo ou anticorpo especifico
(Peinado et al.,1996). Ao completar 90-110 dias de vida uma amostra com 5
ratos de cada grupo experimental foi submetida a técnica Imunoistoquimica
para a deteccao da expressao da tirosina hidroxilase, enzima precursora na
sintese de dopamina, na VTA e SNCo, principais locais responsaveis pela

producao de dopamina.

3.6.1 Preparacgao do tecido

A fixagao por perfusdo foi realizada conforme os protocolos
adaptados de Peinado e colaboradores (1996). Os ratos foram injetados com
tiopental sédico (100 mg/Kg, i.p.) e perfundidos através do coragdo com 100 ml
de solugado lavadora tamponada heparinizada, seguida por 200 ml de solugéo
fixadora (paraformaldeido 4% - em tampao fosfato 0,1M pH 7,4). Os encéfalos
foram removidos até cerca de 5 minutos e imediatamente mergulhados na
mesma solugao fixadora a 4°C por 4 horas. Imediatamente apos a pds-fixagao
do tecido, os encéfalos foram colocados em 2 concentragcbes de solucio
crioprotetora (sacarose em tampao fosfato a 15% e 30% respectivamente) a

4°C até afundarem. Apds a crioprotegao, os encéfalos foram congelados num
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recipiente com isopentano esfriado em nitrogénio liquido. Apds o congelamento
completo, os encéfalos foram conservados em freezer a -70°C. por 24 horas
até serem cortados em secgdes coronais de 50 um de espessura em criostato
(HM 505E, MICROM - EUA) a temperatura de —22°C. Todos os procedimentos
foram realizados simultaneamente com todos os encéfalos dos 3 grupos
experimentais, e os tempos de incubagdo em cada solugdo rigorosamente

controlados.

Todas as secgdes representantes da extensao da regiao VTA-
SN do mesencéfalo foram utilizadas no experimento, compreendendo uma
area de 1,10 mm, a distancia posterior ao bregma de 5,20 mm até ao 6,30 mm
conforme o atlas de Paxinos e Watson (1997), perfazendo um total de 22
cortes por encéfalo. As secgcdes foram mergulhadas em 4 ml de solugéo de
tampéao fosfato salino (PBS) e cuidadosamente disecados retirando-se todo o
cortex cerebral e mantidas a 4°C por 12 horas até realizagdo da técnica

imunoistoquimica.

3.6.2 Técnica Imunoistoquimica

SUBSTANCIA E-Ir:lf:“lnj;i(?:o
Banho PBS-T 15 min
Banho PBS 15 min
Banho PBS 15 min
Peréxido de hidrogénio (0,2%) 15 min
Soro normal 30 min
Anti-corpo primario anti - TH (1:5.000) over night
Banho PBS 15 min
Banho PBS 15 min
Anti-corpo secundario (1:200) 30 min

53



MATERIAL E METODOS

Banho PBS 15 min
Banho PBS 15 min
Kit ABC 30 min
Banho PBS 15 min
Banho PBS 15 min
DAB 10 min
Perdxido de hidrogénio 1 min
Banho PBS 15 min
Banho PBS 15 min
Montagem dos cortes nas laminas
Secagem das laminas over night
Desidratacao do tecido
Entellan e laminula

Tabela 1: Protocolo da técnica de imunoistoquimica

3.6.3 Densitometria Optica

Apds o procedimento da técnica imunoistoquimica, foram
obtidas imagens digitalizadas dos cortes histoldgicos localizados entre as
coordenadas anteriormente citadas, de acordo com o atlas de Paxinos e
Watson (1997) compreendendo as sub-regides da VTA e SNCo, (coexistentes
num mesmo plano). Utilizou-se o programa Image-Pro Plus 4.1 (Media
Cybernetics, EUA) conectado a uma camera Pro-series High Performance CCD
acoplada ao microscopio (Nikon Eclipse E-600). O aumento utilizado foi de 40x.
O processo de captura das imagens foi realizado de forma a manterem-se
constantes todas as variaveis de brilho e contraste e configuracbes dos
equipamentos (microscopio e camara filmadora). As imagens digitalizadas
foram armazenadas como arquivos do tipo TIFF e convertidas para uma escala
de cinza (8 bits), com niveis de 0 — 255. Trés quadrados de area de 19,575 um?

(area de interesse - AOI) foram sobrepostos em locais aleatorios na imagem de
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cada sub-regiao estudada, e a densidade Optica de cada AOI foi medida para
posterior analise estatistica (Figura 10). O tamanho da AOI foi determinado de
forma que fosse possivel a insergdao de trés AOIs em qualquer corte do
intervalo estudado sem que houvesse nenhuma sobreposi¢cdo. A densidade
Optica do fundo, ou nao especifica, dos cortes estudados, também teve sua
densidade Optica quantificada (Figura 11) e utilizada para corrigir as medidas
da densidade o6ptica da VTA e SNCo. A seguir, a formula utilizada para medir a

DO, de acordo com Rasia-Filho e colaboradores (2002).

OD (xy) ={(D0fundo(x,y) — PRETO) — (INTENSIDADExy) — PRETO) / (INCIDENTE — PRETojo 100

255

Onde, DOfundo(, representa a intensidade em pixelyy) do
fundo inespecifico, PRETO é a intensidade gerada quando nenhuma luz
atravessa o tecido; INTENSIDADE(, € a intensidade em pixelyy, e
INCIDENTE ¢ a intensidade da luz que incide no material. O resultado obtido
representa a média de todos os pixels da area selecionada em uma escala de
100%.

Foram analisados 15 encéfalos, pertencentes a cada grupo
experimental (Controle = 5, Manipulado = 5 e Separado = 5). Cada sub-area
(VTA e SNCo) foi levantada separadamente, a partir de 22 secgdes (50 um) em
ambos hemisférios, totalizando 44 imagens analisadas. Em cada imagem, 3
AOls (ndo sobrepostas) foram inseridas dentro dos limites previamente
estabelecidos de cada sub-regido. O experimentador realizou o levantamento
dos dados sem conhecimento a respeito de qual grupo experimental pertencia

cada imagem analisada.

Os resultados obtidos representam a média da densitometria
optica dos cortes de cada sub-regido por animal analisado. Estes dados foram
transferidos para o programa estatistico GraphPad Prism Project ® (EUA).
Todos os dados foram submetidos a estatistica descritiva com Média + Erro

Padrao da Média (Xt EPM) e, para a verificagdo de diferengas entre os grupos,
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foi utilizado o teste ANOVA de uma via, com o teste post-hoc de Student-
Newman-Keuls quando necessario. Na interpretacdo dos resultados, foram
consideradas significativas as diferengas com indice de significancia menor que
0,05.
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A seguir duas ilustragbes para exemplificar o processo de
captura das imagens histologicas realizada pelo programa Image-Pro Plus
(EUA). Na figura 10 mostra-se a insercdo de uma das trés AOI na regido
analisada (SNCo) para a quantificagdo da DO neste ponto, na figura 11, uma

exemplificacdo da quantificagcdo da DO em um ponto do fundo inespecifico

para posterior correcao do valor da DO das areas de interesse.
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Figura 10: Exemplificagdo da quantificagdo da DO de uma AOI na SNCo. A: AQI; B:

DO média da AOI.
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Figura 11: Exemplificacdo da insergdo da AOI em um fundo inespecifico para
mensuragao da DO para posterior corre¢do. A: AOI; B: DO média da AOI.
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O fluxograma abaixo sumariza todos os procedimentos
realizados para verificar a intensidade de marcacado da TH no complexo VTA-
SNCo.

Perfusao

Crioprotecao

Congelamento

Seccionamento

Imunoistoquimica

Dens,itometria
Optica

Analise Estatistica

g8 3 88 33

Solucao de lavagem - 20 min
Solucdo fixadora (paraformaldeido
4%) - 40min

Pos-fixacao (sol. fixadora) - 4hs

Sacarose 15% - + 24hs
Sacarose 30% - + 24hs

Isopentano em N, liquido + 10seg

Freezer —70°C

Cortes seriados (bregma 5.20 - 6.30)
SecgOes de 50 um de espessura

Anticorpo primario Monoclonal Anti-
TH

Anticorpo secundario Anti-mouse
Amplificacao ABC

Coloracao DAB

Captura das imagens
Conversao para escala de cinza
Medida DO background
Medida DO AQI (VTA e SNCo)

ANOVA de uma via
teste post hoc de Student-Newman-
Keuls — p<0,05.

Figura 12: Esquema ilustrando os procedimentos para técnica imunoistoquimica.
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3.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram submetidos tanto a estatistica descritiva
quanto inferencial. A Média + Erro Padrao da Média (X-EPM) para os dados
paramétricos, e Mediana + Intervalo Inter-quartil - 25% (md + Q1) para dados
nao-paramétricos de cada grupo experimental. A estatistica inferencial foi
utilizada para a verificagcdo de diferengas entre os grupos. As laténcias dos
comportamentos foram consideradas dados nao-paramétricos e tratados
utilizando-se o teste de variancia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis, com o
teste post-hoc de Dunn para comparagdes multiplas entre grupos. Os demais
dados apresentaram uma distribuicdo normal e foram testados pelo teste da
analise da variancia (ANOVA) de uma via com teste post-hoc de Student-
Newman-Keuls para comparagdes multiplas entre os grupos. O indice de
confianga aceito em todos os testes foi de 95% sendo o considerado

significativo o valor de p menor que 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Resultados Comportamentais

4.1.1 Medo Aprendido

A analise da reagao de medo aprendido foi realizada na fase
teste, 24h depois dos animais terem sido submetidos ao condicionamento
classico. Foram avaliadas suas reagbes comportamentais frente a exposicao
aos estimulos condicionados som e luz. Os seguintes comportamentos foram
analisados: 1) Imobilizagdo (definido por: imobilizagdo completa, contragéo
muscular, arqueamento da coluna e: ou exoftalmia ou piloerecéo); 2) Escanear
(explorar o ambiente olhando e cheirando); 3) Cheirar (cheirar pontos
especificos da caixa); 4) Rearing (explorar o ambiente sobre as patas
posteriores); 5) Autolimpeza (limpar-se e/ou cocgar-se); 6) Deitar (deitar sobre
as 4 patas sem apresentar as caracteristicas citadas na imobilizagao). Tais
comportamentos foram avaliados quanto sua duragdo e frequéncia. Além
destes, também foi considerado: 7) Defecagdo (numero de bolos fecais
encontrados na caixa apds a sessao do teste); 8) Laténcia do comportamento
imobilizacdo; 9) Laténcia do comportamento deitar; 10) indice de imobilizaces
coincidentes com o estimulo neutro (percentagem de imobilizagées em relagéo
ao total de emissdes deste comportamento, que coincidiram, num intervalo de

5 segundos, com o estimulo neutro); 11) Laténcia de extingdo do
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condicionamento (considerada o tempo no qual o animal ndo apresenta o
comportamento de imobilizagédo frente ao estimulo neutro (ou até 5 segundos

apos sua apari¢ao) pela terceira vez consecutiva).

Estes dados, com excecdo da defecagao, foram coletados
através da analise da fita com o auxilio do programa Noldus® (EUA) e apds,
transferidos para o programa GraphPad Prism Project (EUA) para a analise
estatistica descritiva e inferencial como citado anteriormente. Para a
interpretacéo dos graficos, diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos
estdo indicadas por letras diferentes (a e b), enquanto letras iguais indicam a

auséncia desta diferenca.
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Laténcia Imobilizacao
75+

1 '
0 I
Controles Manibulados Sebparados

Figura 13: Laténcia de imobilizacdo dos grupos controle, manipulado e separado, no
medo aprendido. Nao houve diferenca significativa (p = 0.94) entre os grupos Controle

(md £ Q1) (20,2 £ 12), Manipulado (18,4 £ 12) e Separado (18,5 + 5) pelo teste
Kruskal Wallis (H=0,10).
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Figura 14: Laténcia da extingdo do condicionamento dos grupos controle, manipulado
e separado, no medo aprendido. Houve diferenga significativa (P<0.0001) entre os
grupos pelo teste Kruskal Wallis (H=21,64). No teste de comparagdes multiplas de
Dunn, houve diferenga entre os grupos Controle (md = Q1; 1072 + 843), e Manipulado

(591 + 434) com p < 0.001 e Manipulado e Separado (1080 + 911), com p<0,001.
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Duracao da Imobilizagao

1000+
Il Controle (N=16)

a a CJManipulado (N=16)

7509 3 Separado (N=16)

b
500+

Tempo (s)

250

0-

Figura 15: Duragao da imobilizagdo dos grupos controle, manipulado e separado, no
medo aprendido. Houve diferenga significativa (p=0,02) entre os grupos pelo teste
ANOVA (F=4,17). No pés-teste de comparagbes multiplas Student—-Newman—Keuls
houve diferenga entre os grupos Controle (M + EPM, 718 + 73) e Manipulado (491 +
54) com p<0.05 e Manipulado e Separado (734 +74) com p<0,05.

Frequéncia de

Imobilizagao
75+
Il Controle (N=16)

= I Manipulado (N=16)
§ E 50 [0 Separado (N=16)

()
(]
lt .f; 25_

Figura 16: Frequéncia da imobilizagdo dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Ndo houve diferenga significativa (p=0,14) entre os
grupos Controle (52 + 7), Manipulado (37,5 = 3) e Separado (49,3 + 5) pelo teste
ANOVA (F=2,02).
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Duracao Escanear

400+
Il Controle (N=16)

[ Manipulagao (N=16)
EE Separado (N=16)
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Figura 17: Duragao do comportamento escanear dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Nao houve diferenga significativa (p=0,14) entre os
grupos Controle (237 + 41), Manipulado (269 + 36) e Separado (227 + 46) pelo teste
ANOVA (F=0,28).

Frequiéncia Escanear

T Il Controle (N=16)
40- I Manipulado (N=16)
[ Separado (N=16)

Freqliéncia
(n° escanear/30min)
w
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Figura 18: Frequéncia do comportamento escanear dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Nao houve diferenca significativa (p = 0,6) entre os
grupos Controle (33 + 5), Manipulado (41 + 6) e Separado (31 + 4) pelo teste ANOVA
(F=0,91).
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Duracgao Rearing

75+ b
T Il Controle (N=16)
I Manipulado (N=16)
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Figura 19: Duragdo do comportamento rearing dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Houve diferenga significativa (p=0,02) entre os grupos
pelo teste ANOVA (F=3,34). No pés-teste de comparagdes multiplas Student—
Newman—Keuls houve diferenga entre os grupos Controle (22 + 6) e Manipulado (58 +

13) com p<0.05 e Manipulado e Separado (38 + 10) com p<0,05.

Frequéncia Rearing

15+

Hll Controle (N=16)

5 I Manipulado (N=16)
S 101 1 3 Separado (N=16)
g2
g 3
[N : 5

£
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Figura 20: Freqléncia do comportamento rearing dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Nao houve diferenga significativa (p=0,2) entre os
grupos Controle (6,4 = 1), Manipulado (10,5 + 2) e Separado (10 = 2) pelo teste
ANOVA (F=1,27).
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Duracgao Cheirar
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Figura 21: Duracdo do comportamento cheirar dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Nao houve diferenca significativa (p=0,3) entre os
grupos Controle (247 + 30), Manipulado (311 + 40) e Separado (260 + 31) pelo teste
ANOVA (F=0,97).
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Figura 22: Freqiéncia do comportamento cheirar dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Nao houve diferenca significativa (p=0,9) entre os
grupos Controle (35,0 + 4), Manipulado (37,2 + 4) e Separado (37,2 = 4) pelo teste
ANOVA (F=0,08).
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Figura 23: Duragdo do comportamento autolimpeza dos grupos controle, manipulado e

o
I

separado, no medo aprendido. Ndo houve diferenga significativa (p=0,06) entre os
grupos Controle (111 + 27), Manipulado (263 + 66) e Separado (147 + 38) pelo teste
ANOVA (F=2,94).
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Figura 24: FrequUéncia do comportamento autolimpeza dos grupos controle,
manipulado e separado, no medo aprendido. Nao houve diferencga significativa (p=0,4)
entre os grupos Controle (6,8 + 1), Manipulado (10,6 + 3) e Separado (9,2 + 2) pelo
teste ANOVA (F=0,70).
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Duracgao Deitar
750~
Il Controle (N=16)
1 Manipulado (N=16)
0 Separado (N=16
T P ( )

)]

o

o
1

Tempo (s)

N

a

o
1

Figura 25: Duracdo do comportamento deitar dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Nao houve diferenca significativa (p=0,8) entre os

grupos Controle (373 + 81), Manipulado (426 + 90) e Separado (379 + 65) pelo teste
ANOVA (F=0,13).
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Figura 26: Laténcia do comportamento deitar dos grupos controle, manipulado e
separado, no medo aprendido. Nao houve diferenca significativa (p = 0,78) entre os
grupos Controle (md + Q1, 1072 + 807), Manipulado (1108 + 721) e Separado (1069 +
919) pelo teste Kruskal Wallis (H=0,49).
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Defecacao
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Figura 27: Defecagdo dos grupos controle, manipulado e separado, no medo
aprendido. N&o houve diferencga significativa (p=0,3) entre os grupos Controle (3,5 +

0,5), Manipulado (2,4 + 0,6) e Separado (2,5 + 0,7) pelo teste ANOVA (F=1,20).
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Figura 28: indice de coincidéncias entre imobilizagdo e estimulo neutro dos grupos

controle, manipulado e separado, no medo aprendido.
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4.1.2 Medo Inato

Todo o periodo de permanéncia do rato no campo foi filmado e
posteriormente analisado através do programa Noldus®. Os animais eram
colocados aleatoriamente em um dos quatro quadrantes do canto do campo
orientados para as paredes. Os seguintes comportamentos foram analisados
quanto sua duragéao e frequéncia: 1) Locomogao (troca de quadrante com as 4
patas), 2) Escanear (explorar o ambiente olhando e cheirando), 3) Cheirar
(cheirar pontos especificos da caixa) Rearing (explorar o ambiente sobre as
patas posteriores), 4) Autolimpeza (limpar-se e/ou cocar-se), 5) Defecacao
(numero de bolus fecais presentes no campo apds o tempo de permanéncia de
cada rato). Além destes comportamentos, foram também consideradas: 6)
Laténcia da locomogado, 7) Laténcia da primeira entrada do animal nos
quadrantes centrais 8) frequéncia de cruzamentos para os quadrantes centrais

e 9) Permanéncia nos quadrantes centrais do campo.

Todos os dados, com excec¢ao da defecacao, foram coletados
através da analise da fita com o auxilio do programa Noldus® (Holanda) e
posteriormente transferidos para o programa estatistico GraphPad Prism
Project ® (EUA). Todos os dados foram submetidos a estatistica descritiva com
Média + Erro Padrao da Média (X £ EPM) ou Mediana = Intervalo Inter-quartil —
25% (md + Q1) e, para a verificacdo de diferengas entre os grupos, foram
utilizados os testes ANOVA de uma via com o teste post-hoc de Student-
Newman-Keuls e para os dados considerados nao-paramétricos o teste
Kruskal-Wallis com o teste post-hoc de Dunn. Na interpretacdo dos testes
foram consideradas significativas as diferengas com indice de significancia
menor que 0,05. Para a interpretacdo dos graficos, diferencas significativas
(p<0,05) entre os grupos estado indicadas por letras diferentes (a e b), enquanto

letras iguais indicam a auséncia desta diferenca.
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Duragao Locomogao
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Figura 29: Duragdo da locomogao dos grupos controle, manipulado e separado, no
campo aberto. Houve diferenca significativa (p=0,005) entre os grupos pelo teste
ANOVA (F=5,99). No pos-teste de comparagbes multiplas Student—-Newman—Keuls
houve diferenga entre os grupos Controle (M + EPM; 69,4 + 7) e Manipulado (97,6 + 8)
com p<0,01 e Manipulado e Separado (66,5 + 6) com p<0,01.
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Figura 30: Freqléncia da locomoc¢&o dos grupos controle, manipulado e separado, no
campo aberto. Houve diferenga significativa (p=0,0001) entre os grupos pelo teste
ANOVA (F=85,3). No poés-teste de comparagdes multiplas Student—-Newman—Keuls
houve diferenga entre os grupos Controle (30,4 + 3) e Manipulado (4,3 + 1) com

p<0,001 e Controle e Separado (1,5 + 0,4) com p<0,001.
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Duragao Escanear
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Figura 31: Duracdo do comportamento escanear dos grupos controle, manipulado e
separado, no campo aberto. Nao houve diferenga significativa (p=0,18) entre os
grupos Controle (103 = 8), Manipulado (91,5 + 8) e Separado (113 = 8) pelo teste
ANOVA (F=1,77).
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Figura 32: Frequéncia do comportamento escanear dos grupos controle, manipulado e
separado, no campo aberto. Nao houve diferenga significativa (p=0,46) entre os
grupos Controle (37,4 + 3), Manipulado (35,8 + 2) e Separado (40,3 + 2) pelo teste
ANOVA (F=0,77).
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Duracao Rearing
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Figura 33:. Duragdo do comportamento rearing dos grupos controle, manipulado e
separado, no campo aberto. Houve diferenga significativa (p=0,01) entre os grupos
pelo teste ANOVA (F=4,95). No poés-teste de comparagdes multiplas Student—
Newman—Keuls houve diferenca entre os grupos Controle (47,7 + 6) e Manipulado

(64,3 + 5) com p<0,05 e Manipulado e Separado (47,7 + 4) com p<0,05.
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Figura 34: Freqléncia do comportamento rearing dos grupos controle, manipulado e
separado, no campo aberto. Houve diferencga significativa (p=0,005) entre os grupos
pelo teste ANOVA (F=5,84). No poés-teste de comparagdes multiplas Student—
Newman—Keuls houve diferenca entre os grupos Controle (21,5 + 2) e Manipulado

(30,8 + 2) com p<0,01 e Manipulado e Separado (21 + 2) com p<0,05.
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Duragao Autolimpeza
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Figura 35: Duragdo do comportamento autolimpeza dos grupos controle, manipulado e
separado, no campo aberto. Houve diferenga significativa (p=0,03) entre os grupos
pelo teste ANOVA (F=3,77). No poés-teste de comparagdes multiplas Student—
Newman—Keuls houve diferenca entre os grupos Controle (19,2 = 5) e Manipulado (4,2

+ 1) com p<0,05.
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Figura 36: FrequUéncia do comportamento autolimpeza dos grupos controle,
manipulado e separado, no campo aberto. Nao houve diferencga significativa (p=0,47)
entre os grupos Controle (3,5 + 1), Manipulado (2,5 + 1) e Separado (2,3 + 1) pelo
teste ANOVA (F=0,75).
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Duracao Cheirar
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Figura 37: Duragdo do comportamento cheirar dos grupos controle, manipulado e
separado, no campo aberto. Nao houve diferenca significativa (p=0,6) entre os grupos
Controle (39,7 + 4), Manipulado (35,5 + 3) e Separado (40,1 + 3) pelo teste ANOVA
(F=0,53).
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Figura 38: Frequéncia do comportamento cheirar dos grupos controle, manipulado e
separado, no campo aberto. Nao houve diferenca significativa (p=0,3) entre os grupos
Controle (15 + 1), Manipulado (18,4 + 2) e Separado (17,4 + 2) pelo teste ANOVA
(F=1,12).
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Laténcia de Entrada
no Centro do Campo Aberto
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Figura 39: Laténcia de entrada no centro do campo aberto dos grupos controle,
manipulado e separado. Nao houve diferenga significativa (p=0,94) entre os grupos

Controle (md £+ Q1) (99,5 £ 48), Manipulado (49,3 + 21) e Separado (85,3 + 41) pelo
teste Kruskal Wallis (H=3,58).
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Figura 40: Frequéncia de entrada no centro do campo aberto dos grupos controle,
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manipulado e separado. Houve diferenga significativa (p=0,01) entre os grupos pelo
teste ANOVA (F=5,08). No pos-teste de comparagdes mudltiplas Student—-Newman—
Keuls houve diferenga entre os grupos Controle (2,2 + 0,6) e Manipulado (4,3 + 0,8)

com p<0,05 e dos grupos Manipulado e Separado (1,5 + 0,4) com p<0,05.
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Tempo de Permanéncia no
Centro do Campo Aberto
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Figura 41: Tempo de permanéncia no centro do campo aberto dos grupos controle,
manipulado e separado. Houve diferencga significativa (P<0,007) entre os grupos pelo
teste Kruskal Wallis (H=9,86). No teste de comparagbes multiplas de Dunn, houve

diferencga entre os grupos Manipulado (md + Q1) (7,7 + 6) e Separado (1,1 + 0), com

p<0,01.
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Figura 42: Defecagao dos grupos controle, manipulado e separado no campo aberto.
Nao houve diferenga significativa (p=0,5) entre os grupos Controle (4,9 + 0,7),

Manipulado (4,2 + 0,5) e Separado (5,2 + 0,6) pelo teste ANOVA (F=0,69).
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4.2 CONTROLE DOS PESOS

Tabela 2: Peso médio (Kg) dos grupos controle, manipulado e separado nas idades:
21, 46, 60 e 90 dias Nao houve diferencas significativas dos pesos entre os grupos

nas diferentes idades’ (ANOVA, p<0,05).

Grupos
Controles Manipulados Separados
Idades
21 dias 39 42 41
46 dias 155 160 163
60 dias 224 230 219
90 dias 311 430 359
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4.3 RESULTADOS DA IMUNOISTOQUIMICA

4.3.1 Densitometria Optica

Os dados da técnica Imunoistoquimica advém de uma analise
semiquantitativa de densidade optica (DO), A DO foi obtida através da analise
das imagens digitalizadas dos cortes histolégicos imuno-marcados para tirosina
hidroxilase através do programa Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, EUA).
O valor final da DO de cada grupo advém de uma média das DOs de cada
animal. Os dados advindos das duas sub-areas estudadas (VTA e SNCo)
foram avaliados separadamente. Foi utilizada uma analise de variancia
(ANOVA) de uma via com teste post-hoc de Student-Newman-Keuls para a
comparagao entre os trés grupos experimentais, com um indice de confianga
de 95%.
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Figura 43: Densidade 6ptica na VTA dos grupos controle, manipulado e separado. Nao
houve diferenga significativa (p=0,13) entre os grupos Controle (49,0 + 2), Manipulado
(53,6 + 3) e Separado (57,4 + 2) pelo teste ANOVA (F=2,40).
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Figura 44: Densidade 6ptica na substancia nigra dos grupos controle, manipulado e
separado. Nao houve diferenca significativa (p=0,80) entre os grupos Controle (51,9 +
6), Manipulado (53,1 + 6) e Separado (57,1 + 3) pelo teste ANOVA (F=0,22).
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4.3.2 Imagens Histolégicas
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5 DiscussAo

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse
neonatal sobre as respostas comportamentais tardias de medo, bem como
sobre a imunomarcagdo da dopamina no complexo VTA-SN, regido de
projecdo da dopamina do sistema mesocorticolimbico, importante modulador
das respostas comportamentais de medo/ansiedade. Ratos machos foram
submetidos do primeiro ao décimo dia de vida a dois tipos de intervengéao:
manipulagdo e separagdo materna. Quando adultos, estes animais foram
comparados a animais controles em trés experimentos, dois deles destinados
para a avaliacdo da reatividade comportamental a estimulos estressores inatos
ou aprendidos. O terceiro experimento consistiu de uma marcacao

imunoistoquimica de tirosina hidroxilase (TH) na VTA e na SNCo.

Primeiramente serdo abordados os resultados advindos dos
experimentos comportamentais, onde foram utilizados o teste do campo aberto
na avaliagao do medo inato e o condicionamento classico ou pavloviano para a
avaliagcdo do medo aprendido. Em um segundo momento sera tratado o
resultado do experimento de Imunoistoquimica, que foi interpretado através da
técnica de densitometria Optica, a fim de obter-se uma analise semi-quantitativa

da quantidade de TH nas regides estudadas.
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5.1 Analise Comportamental

Nos experimentos comportamentais foram verificados os
efeitos dos modelos de estresse neonatal por manipulagdo e separacgao
materna sobre as respostas comportamentais de medo inato e aprendido. Os
aspectos comportamentais indicativos de respostas de medo e/ou atividade
exploratoria foram registrados para comparacgao entre os trés grupos: controles
- ninhadas ‘intactas", sem nenhum tipo de intervencdo por parte do
experimentador; manipulados - retirados do ninho por 3 minutos com
estimulacdo manual por 1 minuto; e separados - retirados do ninho por 180
minutos. Para interpretar os resultados, o grupo controle foi utilizado para
comparagdo com ambos 0s grupos experimentais submetidos ao estresse

neonatal.

5.1.1 Medo Aprendido

No experimento do condicionamento classico, ou medo
condicionado, foi observado que ratos manipulados no periodo neonatal
manifestam, quando adultos, as seguintes alteragcdes em relagcdo aos controles
e separados: 1) menor duragdo do comportamento de imobilizagédo, 2) maior
duragdo do comportamento de rearing, 3) menor laténcia para a extingdo do
condicionamento. Os animais submetidos a separacdo materna no periodo
neonatal ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa em relagdo aos

controles nos comportamentos analisados.

Os dados advindos do modelo de manipulagdo neonatal
apontam para uma menor expressdo de medo/ansiedade no que se refere as
respostas de medo aprendido. Dentre todos os comportamentos analisados, a

duragcdo do comportamento de imobilizacdo é, particularmente, um indice
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importante e bastante confiavel no que diz respeito a manifestacdo de medo
destes animais. Os ratos submetidos a manipulagdo neonatal permaneceram
significativamente menos tempo imoveis, e de acordo com outra analise deste
dado, seu comportamento de imobilizacdo foi, na sua maioria, simultaneo a
emissao dos estimulos neutros ou condicionados na fase do teste. Este ultimo
dado leva a outra importante interpretacdo: os animais manipulados
dispenderam menos tempo no comportamento de imobilizagao porque, de fato,
expressam seu comportamento natural de resposta ao estresse de uma forma
mais ténue, e ndo porque o processo de condicionamento nao foi eficaz (o que
também poderia explicar uma média de duragdo de imobilizagdo pequena). O
fato de estes animais emitirem o comportamento de imobilizacdo exatamente
no momento da percepgdo do estimulo condicionado confirma esta
interpretacdo. Esta verificagao da eficacia do processo de condicionamento foi
observada da mesma forma nos demais grupos experimentais com mesmo
resultado de alto indice de coincidéncias entre imobilizagcdo e estimulo neutro.
Tal evidéncia pode levar a interpretacdo de que o processo de
memoria/aprendizagem de estimulos aversivos destes animais nao esta
alterado, porém esta afirmativa ainda pode ser muita precipitada. Deve ser
considerado que o indice de coincidéncias entre EC e imobilizagdo ndo é um
parametro tradicionalmente aceito para avaliagdo da habilidade de
aprendizagens aversivas, estando o modelo de esquiva inibitéria, ativa ou
passiva muito mais relacionado com esta avaliacdo através das laténcias de
fuga. Neste sentido, trabalhos anteriores ja mostraram que animais
manipulados apresentam uma performance superior a animais intactos quanto
a aprendizagem de esquiva (LEVINE, et al.,, 1956; LEHMANN,et al., 2002).
Entretanto, este indice deve ser interpretado de forma cautelosa, a similaridade
entre animais controles, manipulados e separados na aprendizagem via
condicionamento pode ser considerada neste trabalho como uma garantia de
que alteragdbes na intensidade das respostas, ndao se deve a
comprometimentos na capacidade de aprendizagem, mas sim a uma real
diferenca na maneira e intensidade com que estes animais expressam o medo.
Desta forma, o indice de coincidéncias entre EC e imobilizagao € util no sentido

de fornecer um controle experimental da variavel “condicionamento”.
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Além de permanecerem menos tempo imobilizados, os ratos
manipulados apresentaram uma maior duracdo do comportamento de
exploracdo do ambiente sobre as patas traseiras (rearing). Esta evidéncia
fortalece a hipotese de que estes animais possuem sua resposta de medo
condicionado atenuada, ja que este comportamento pode ser indicativo de
maior atividade exploratéria, o que seria incompativel a resposta
comportamental de medo e estresse na situacdo do teste. Estes resultados
estdo de acordo com os achados de Meerlo e colaboradores (1999), que
também detectaram diminuicdo na duragdo de imobilizagdo e aumento de
rearing nos ratos manipulados no teste de medo condicionado, embora o

modelo de condicionamento utilizado n&o seja exatamente o mesmo.

Outro dado importante obtido neste experimento foi a menor
laténcia de extingdo do condicionamento nos animais manipulados. Isto indica
que estes animais ndo sé tém a expressiao dos comportamentos de estresse
atenuados como também desassociam mais rapidamente o estimulo neutro do
estimulo incondicionado, o que também pode ser entendido como uma
aprendizagem mais rapida de que o estimulo neutro ndo serve mais como
alarme para uma situacado ou estimulo aversivos. Cabe salientar que a menor
laténcia de extingdo do condicionamento do medo néo estd necessariamente
relacionada com a resposta de medo atenuado observada nos animais
manipulados. Embora sejam raros trabalhos que utilizam este indice para a
avaliagdo das respostas de medo condicionado, Morrow e colaboradores
(1999) relataram que mecanismos fisioldgicos independentes modulam os
parametros comportamentais de imobilizagado e extincdo do condicionamento.
Sendo assim, a extingdo acelerada de uma aprendizagem aversiva observada
em animais manipulados pode ser considerada mais uma evidéncia dos efeitos
tardios deste tipo de intervengao, podendo levar a especulagbes quanto a sua
repercussao clinica, uma vez que a incapacidade de extinguir aprendizagens
aversivas pode ser diretamente relacionada a patologias psiquiatricas, como

por exemplo, o Transtorno de Estresse Pds-Traumatico em humanos.

Em um recente estudo utilizando o modelo sobressalto (startle)

acustico em ratos Long-Evans, Kalinichev e colaboradores (2002) né&o
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observaram diferengas entre ratos machos, controles e manipulados por 15
minutos. Neste mesmo trabalho, os autores detectaram que animais
submetidos a separacdo materna de 3 horas nas trés primeiras semanas de
vida apresentam maior resposta de startle separacdo em relacdo aos
manipulados e n&o-manipulados. Muito embora estes resultados paregam
contraditérios com os resultados desta pesquisa, deve-se levar em
consideragao diferengas nos modelos de avaliagdo de medo e de organizagéo
das ninhadas. Neste trabalho houve uma redistribuicao dos filhotes formando
ninhadas inteiramente de machos ou de fémeas, variavel que é sabidamente
importante para a avaliagado de diferentes parametros comportamentais na vida
adulta. Outro fato a se considerar é quanto ao modelo de startle, no qual é
avaliada a resposta imediata a um estressor médio (som alto) real, enquanto no
paradigma de medo condicionado, usado neste trabalho, avaliou-se a resposta
da expectativa de ser (novamente) submetido a um estressor, sendo, portanto,
considerado um modelo de estresse psicoldgico (FINK, 2000). A discordancia
nos dados deste trabalho € um exemplo de quao complexa € a avaliagdo das
consequéncias comportamentais tardias das intervencdes precoces, visto que
devem ser consideradas todas as variaveis que podem estar interferindo nos

diferentes aspectos do desenvolvimento do animal.

De uma forma geral, os resultados obtidos neste experimento
levam a conclusdo de que a manipulagdo, mas nao a separagao, realizada no
periodo hiporresponsivo, leva a alteragcbes na expressao do medo, causando
uma menor reatividade frente a estressores psicolégicos, bem como a uma

extingdo mais rapida do condicionamento do medo em ratos machos adultos.

5.1.2 Medo Inato

No experimento de campo aberto, foi possivel confirmar os

dados ja conhecidos em relacdo ao aumento da atividade exploratéria em
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ambientes novos dos animais manipulados no periodo neonatal, (LUCION et
al.,, 2001; DENELSKY e DENENBERG, 1964; LEVINE et al., 1967).
Resumidamente, os resultados referentes ao modelo de manipulagdo neonatal
foram os seguintes: 1) maior duragéo de locomogao, 2) menor frequéncia de
locomogéo, 3) maior duracao e frequéncia do comportamento rearing, 4) menor
duracdo de autolimpeza 5) maior frequéncia de entrada nos quadrantes
centrais do campo. Novamente os dados obtidos apontam na direcdo de uma
menor inibicdo comportamental dos animais manipulados em relagdo aos
controles. Este resultado também permite uma confirmagdo de que o modelo
de manipulagdo utilizado seguiu os padrdes de outras pesquisas que
investigaram os efeitos deste tipo de intervengdo. Quanto aos efeitos tardios da
separagdo materna, nao foram observadas alteragcbes significativas no
comportamento destes animais quando comparados aos controles, exceto pelo
fato destes animais apresentarem uma menor frequéncia de locomogéo.
Considerando-se que os animais submetidos a separacdo materna apresentam
uma duragao de locomogao semelhante a dos controles, pode-se concluir que
estes animais realizam menos paradas ao se locomover na exploracdo do
ambiente, ndo significando desta forma, que esta diminuigdo da frequéncia de
locomogéo esteja relacionada com uma diminui¢cdo da atividade exploratoria. A
titulo de especulacéo, este dado pode até mesmo ser entendido como uma
diminuicao da inibicdo comportamental, ja que uma menor freqliéncia de
locomogédo gerada por uma média menor de paradas, pode indicar menor

hesitagcao ao explorar o novo ambiente.

Recentemente, Meaney e colaboradores (2002) relataram
dados que corroboram os resultados aqui observados. No teste de campo
aberto, animais manipulados manifestaram uma maior atividade locomotora
nos primeiros 5 minutos de permanéncia, enquanto que neste tempo de
avaliagdo, animais separados e controles ndo diferiram entre si. J& em
permanéncias maiores no campo, animais separados e controles aumentam
sua atividade exploratéria, sendo os animais controles ainda mais ativos que os
separados. Em 20 minutos de permanéncia no campo aberto, separados e
controles mostram-se mais ativos que animais manipulados. Estes dados

confirmam o aspecto de menor expressao de medo dos animais manipulados,



DiscussAo 93

ja que manifestam atividade exploratéria aumentada somente nos primeiros
momentos de avaliacdo, quando o campo € interpretado como um ambiente
novo, capaz de gerar respostas de inibicdo comportamental instintiva em
roedores. Esta evidéncia reforca a hipétese de que a maior locomogao
observada nestes animais pode ser interpretada como sendo uma alteragao no

ambito da reatividade emocional, e ndo unicamente uma alteragdo motora.

Estudos abordando os efeitos neurofisioldgicos da separagao
materna estdo gradualmente convergindo para um mesmo ponto: esta
intervengao parece causar alteragdes nos sistemas responsivos ao estresse no
sentido de um aumento de sua reatividade (KALINICHEV et al., 2002;
FRANCIS, 1999; PLOTSKY e MEANEY, 1993; LIU et al., 1999), o que levaria,
a principio, a respostas comportamentais indicativas de maior medo/ansiedade.
Contudo, os resultados reportados na literatura quanto as respostas
comportamentais destes animais em situagbes aversivas nao sé&o
concordantes. Quanto ao teste de campo aberto, o que se observa sao
resultados comportamentais altamente contraditérios, uma vez que, com
protocolos praticamente idénticos de separagao, vé-se o0 aumento na resposta
de medo inato através da diminuicdo da exploragdo (OGAWA et al., 1994;
WIGGER e NEWMANN, 1999); a diminuigdo da resposta de medo com maior
exploragdo de ambiente novo (VON HOERSTEN, 1993) bem como a auséncia
de efeitos desta intervencdo (MEANEY et al.,2002; SHALEV e KAFKAFI,
2002). A discordancia nestes resultados se deve, em boa parte, a falta de um
padrdo no que se refere ao grupo controle utilizado pelos diferentes

laboratérios, bem como a nuances nos modelos de separacéao utilizados.

Os resultados aqui encontrados estdo de acordo com os
trabalhos recente de Shalev e Kafkafi (2002) e Meaney e colaboradores (2002)
que, ao compararem manipulados, controles e separados, verificaram as
mesmas diferengas aqui observadas entre manipulados e controles bem como
a auséncia de efeito da separacdo em relacdo aos controles quanto ao
comportamento no campo aberto com 5 minutos de permanéncia. Deve-se
salientar o fato de que nestes trabalhos, tanto o modelo de intervengdo, quanto

a comparagao de ambos 0s grupos experimentais (manipulados e separados)
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com o controle seguiram os padrdes utilizados nesta pesquisa, ao contrario da
maioria dos demais trabalhos encontrados na literatura e aqui citados. Este
dado reforca o achado de que, embora a separagdo materna seja
aparentemente uma intervencgao, de certa forma, mais violenta, ela ndo é capaz
de gerar efeitos em longo prazo na reatividade a um ambiente novo nos
individuos, sendo a manipulagdo de 3 minutos mais eficaz em gerar tais

alteracdes.

5.1.3 Analise Geral do Comportamento

Juntos, os dados advindos da analise comportamental apontam
para uma mesma diregao: animais submetidos a manipulagdo de 3 minutos no
periodo hiporresponsivo apresentam uma menor inibicdo comportamental,
tanto em resposta a uma aprendizagem aversiva quanto frente a um estressor
natural (ambiente novo); e animais submetidos a separacdo materna de 180
minutos neste mesmo periodo ndo apresentam alteracdes nas respostas de
medo quando comparados aos controles. Tais resultados levam a uma
conclusao, de certa forma, paradoxal, visto que uma intervengédo branda como
a manipulacgao, teria consequéncias mais duradouras e/ou evidentes que um
estresse cronico, como €& considerada a separagdo materna (KUHN e
SCHANBERG, 1998).

Em uma tentativa de entender os resultados encontrados,
pode-se recorrer a alguns estudos (LIU et al., 1997; CALDJI et al., 2000; 1998;
TODESCHINI, 2002) que avaliaram o comportamento de ratos que tiveram
como maes, fémeas com maior ou menor expressdo de comportamento
maternal, traduzido por altos ou baixos indices de licking e groomng (lamber e
limpar seus filhotes), respectivamente. Estes estudos mostram que animais
com maes mais “cuidadosas” teriam, tanto neuroenddocrina quanto

comportamentalmente, respostas muito semelhantes as encontradas em
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animais submetidos a manipulagdo neonatal, enquanto os filhotes de maes
pouco “cuidadosas” apresentariam quando adultos, respostas apenas
neuroenddcrinas semelhantes aqueles submetidos a separagcao materna. Tais
resultados levam a hipotese de que a variavel real com que se esta lidando em
estudos de intervengao precoce, seria 0 comportamento maternal, e ndo a
intervengao do experimentador em si. Assim, periodos pequenos de separacao
gerariam um aumento no cuidado materno (WOODSIDE apud KAUFMAN et
al., 2000; CALDJI et al., 1998; TODESCHINI, 2002), e a separagao prolongada
geraria a falta deste cuidado (KAUFMAN et al., 2000). Todavia, experimentos
prévios de nosso laboratorio (TODESCHINI, 2002), mostraram que tanto a
manipulagéo (de 3 minutos), quanto a separagao (de 180 minutos) levaram ao

aumento da duragao do comportamento da mae de lamber os filhotes.

Considerando que na presente pesquisa, somente 0s animais
manipulados apresentaram alteragdes comportamentais tardias, pode-se inferir
que a resposta da mae, de aumentar seu cuidado com os filhotes afastados do
ninho por periodos prolongados, cause no filhote uma compensacédo desta
intervengao, conseguindo, de certa forma, reverter os efeitos comportamentais
do estresse da separagao prolongada, fazendo com que os filhotes apresentem
respostas comportamentais semelhantes as dos animais do grupo controle. Ja
a mae dos filhotes que sairam do ninho por periodos curtos, como ocorre na
manipulacdo, conseguiria, através da alteracdo de seu comportamento, mais
que apenas compensar o efeito da prépria intervengédo, mas também gerar um
novo efeito, uma extrapolacdo da compensacdo do estresse causado pela
manipulagdo, submetendo seus filhotes a um padrédo de cuidado materno
“excessivo”, que causaria os efeitos relatados da manipulacdo neonatal. Tal
interpretacdo ainda permanece uma especulagdo, visto que ainda nao haja

dados suficientes que confirmem esta hipotese.

Outras consideragdes devem ser feitas a respeito da aparente
discrepancia dos efeitos da separagdao materna entre os resultados desta
pesquisa e os resultados encontrados na literatura. Primeiramente deve-se
atentar para o fato de que em muitos grupos de pesquisa que estudam

modelos de estresse neonatal, sdo utilizados ratos de diferentes linhagens,
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como Long-Evans ou Sprague-Dawley, enquanto nesta pesquisa foram
utilizados ratos da variedade Wistar. Sabe-se que o comportamento materno
pode variar entre as linhagens, desta forma, é possivel assumir que este é um
fator potencialmente capaz de gerar efeitos distintos neste modelo de
intervengao. Outro ponto importante a ser colocado € quanto ao préprio método
de comparagéo entre os grupos experimentais. Muitos trabalhos (MEANEY et
al., 2002; LIU et al., 2000), que apontam alteracbes comportamentais causadas
pela separagdo materna consideram como controles, ratos submetidos a
intervengdo por manipulagdo, ou mesmo animais que foram submetidos a
‘rotina normal do biotério”, que muitas vezes implica em um certo grau de
intervencao, ja que as caixas moradia sao trocadas regularmente no biotério, e
nesse processo pode existir um certo grau de manipulacéo dos filhotes. Tendo
em vista esse fato, é possivel que os trabalhos que avaliam os efeitos
comportamentais da separagdo nédo sejam de todo contraditérios, ja que na
verdade, a comparacao que esta sendo feita é entre separados e manipulados,
e as diferengas entre estes dois grupos € inquestionavelmente robusta e

evidente.

5.2 Analise Imunoistoquimica

A técnica Imunoistoquimica foi utilizada para verificar possiveis
efeitos do estresse neonatal sobre a intensidade de marcacdo na dopamina do
sistema mesocorticolimbico. Nao foram detectadas diferengas significativas
quanto a intensidade de marcagao da tirosina hidroxilase, enzima precursora
da dopamina, na VTA e parte compacta da substancia nigra, entre os grupos
controle, manipulado e separado. Embora animais manipulados apresentem
alteragdes na responsividade ao estresse tanto em um nivel comportamental
quanto neuroenddcrino, este modelo de intervengao precoce ndo afetou as

regides de projecdo do sistema dopaminérgico mesencefalico, que poderiam



DiscussAo 97

estar contribuindo, juntamente com as ja bem retratadas alteragcbes do eixo
HPA, com as alteragcbes comportamentais observadas. Porém deve-se
considerar que diversos trabalhos (ANDERSEN et al., 1999; PAPAIOANNOU et
al.,, 2002; LIU et al., 2000) mostraram alteragcbes nas concentragbes de
monoaminas em diversas areas relacionadas as respostas de medo em
animais submetidos a diferentes modelos de intervengdo no ambiente neonatal.
Por outro lado, alteracbes em regides especificas nas vias mesocorticais
parecem gerar respostas comportamentais semelhantes as observadas em
animais manipulados, como se vé no trabalho de Morrow e colaboradores
(1999) no qual relataram que lesbes em neurbnios dopaminérgicos
mesoprefrontais alteram a extingdo da aprendizagem do medo, n&o interferindo
na aquisigao deste condicionamento, resultado que coincide com o padrao de
respostas apresentadas pelos animais manipulados nesta pesquisa. Desta
forma, a hipotese de que existem mudangas no sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico que podem estar atuando, conjuntamente com o eixo HPA
na modulagao das respostas de estresse observadas em animais manipulados

nao pode ser descartada.

Assim como na manipulagdo neonatal, o modelo de separacao
materna também n&o levou a alteracbes na densidade de dopamina nos
nucleos de projecdo mesencefalicos. Estes resultados concordam com os
dados de Andersen e colaboradores (1999), onde também nao foram
observadas alteragdes no numero de células marcadas positivamente para
tirosina hidroxilase na VTA e na SN, embora neste trabalho tenha sido usado
um modelo separacio de 4 horas dos dias 2 a 20 apds o nascimento. Em outro
trabalho, realizado por Braum e colaboradores (2000), também n&o foram
observadas diferencas no numero de corpos neuronais dopaminérgicos na VTA
e SN entre animais separados por uma hora nas primeiras trés semanas de
vida e controles, reforcando os achados da presente pesquisa quanto aos
efeitos deste modelo de intervengéo. Contudo, estes pesquisadores detectaram
uma diminuigdo na densidade de inervagbes dopaminérgicas nos cortices
cingulado anterior, medial e pré-central e no cortex pré-frontal de animais
submetidos a este modelo de separacao, o que fortifica a hipotese de que de

fato existem alteragcbes da dopamina mesencefalica, particularmente do
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sistema mesocortical, em animais submetidos a esta intervencao precoce. Os
autores levantam a hipotese de que a diminuicdo da densidade das fibras
dopaminérgicas seria consequéncia de uma supressdo do processo de
arborizagcdo axonal nestes animais. Esta evidéncia esta de acordo com a
hipbétese de que a dopamina do sistema mesolimbico atuaria inibindo a
resposta de estresse através da amigdala (INGLIS e MOGHADDAM, 1999).
Gariépy e colaboradores (2002) observaram que animais manipulados
apresentaram quando adultos uma maior concentracido de receptores D no
nucleo accumbens (Nacc), importante estrutura na modulagdo de respostas
emocionais. Por outro lado, Meaney e colaboradores (2002) ndo detectaram
tais alteracdes, reportando que animais manipulados, separados e controles
apresentam a mesma concentragao de receptores D¢ e D, em regides efetoras
dos sistemas dopaminérgicos mesocortical e mesolimbico (cortex pré-frontal e
Nacc). Todavia estes autores mostraram uma diminuicdo nos niveis de
transportador de dopamina no Nacc de animais separados em relagdo a
manipulados e controles.Estes autores também encontraram aumento da
dopamina no Nacc em resposta a estresse por pressao da cauda em animais

separados.

Tomados em conjunto, estes resultados levam a diversas
conclusdes. Primeiramente, € marcante a discordancia no que se refere ao
papel especifico da dopamina nas respostas de medo. Duas correntes
exploram este aspecto, uma supondo um papel inibitério, através do sistema
mesolimbico atuando em receptores D4 e D, na amigdala; e outra levanta a
questao da interagao da dopamina com o eixo HPA, defendendo uma interagao
direta deste neurotransmissor com a liberacdo de corticosterona, possuindo,

portanto, um papel excitatério no que se refere a resposta ao estresse.

Observa-se também que as alteragbes dopaminérgicas
consequentes de interferéncias no ambiente precoce dos animais sé&o
geralmente nas regides efetoras das proje¢cdes do sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, e ndo nas areas de projecdo como na VTA e SN. Embora
também nao tenham sido detectados efeitos da manipulagédo sobre o numero

de células dopaminérgicas nos nucleos hipotalamicos paraventricular,
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arqueado e periventricular, regides efetoras do sistema dopaminérgico tubero-
infundibular (HERMEL et al., 2001).

Outro ponto importante € o fato de que as alteracbes causadas
pelo estresse precoce sao geralmente observadas em resposta a uma situagao
aversiva, e dificilmente atuam nos sistemas em niveis basais. Esta constatacao
leva a suposicdo de que, salvo a excegdo de algumas regides especificas,
como no nucleo paraventricular do hipotalamo (trabalho ainda em andamento
em nosso laboratério), por exemplo, onde observam-se alteragdes
morfoldgicas, as consequéncias a longo prazo de intervengdes precoces como
a manipulacdo e separagao estariam atuando em um nivel funcional, e n&o

estrutural.

Outra maneira de entender o resultado obtido é considerar a
hipétese de que a dopamina mesencefalica estaria realmente inalterada em
animais submetidos a intervencbes precoces. Esta suposicdo pode ser
levantada a partir do pressuposto de que a dopamina ndo estaria envolvida
com a resposta ao estresse em si, mas sim com um mecanismo unico que se
ativa frente a qualquer estimulo que provoca reagbes comportamentais. Para
Stanford e Zigmond (2000) o fato de haver aumento da ativacdo de dopamina
tanto na resposta a um estressor agudo, quanto em resposta a exposi¢céo de
drogas de abuso, atividade sexual e alimentacao, leva a conclusdo de que
qualquer estimulo que provoca um comportamento leva ao aumento de
dopamina, destacando a importancia da dopamina para processos como
atencao e sobrevivéncia. Neste caso, as alteracoes de dopamina nao estariam
relacionadas com uma maior ou menor resposta ao estresse, mas sim com a
préopria resposta. Nao atuando no sentido de estimular ou inibir esta resposta.
Seguindo esta hipdtese, ao considerar que a dopamina, assim como as demais
catecolaminas estdo relacionadas com as estratégias de enfrentamento de
estimulos estressores (MEERLO, et al.,1999), pode-se esperar que realmente
animais manipulados nao apresentem alteragdes no sistema dopaminérgico
mesencefalico, ja que estes animais, embora tenham a resposta de medo
atenuada, n&o se diferenciam quanto suas estratégias de enfrentar o agente

estressor (MEERLO, et al.,1999). Contudo tais colocagbes ainda sé&o
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especulagodes, visto que os trabalhos levados a cabo até entdo ainda néao
esclareceram totalmente se de fato o sistema dopaminérgico & suscetivel a

intervengdes precoces no ambiente do individuo.

Finalmente, cabe aqui salientar a importadncia de que mais
pesquisas sejam levadas no sentido de esclarecer os mecanismos bioldgicos
que regem as alteracbes comportamentais observadas nestes modelos de
intervencdo, assim como definir mais precisamente o ambito destes efeitos,
como € o0 caso da separacdao materna. Sabe-se que experiéncias adversas
precoces na familia, como abuso, negligéncia emocional, punigdes
inconsistentes sao fatores de risco para uma grande quantidade de desordens
mentais, incluindo depressdo, transtornos de ansiedade e abuso de
substancias. Em roedores, os modelos de manipulagao e separagao materna
parecem mimetizar as alteragdes tanto comportamentais quanto fisiologicas
encontradas nestas patologias. Os resultados desta pesquisa podem contribuir
para fundamentar os componentes comportamentais e bioldgicos destas
experiéncias. Mesmo néo passando de uma especulagdo, a correlagado entre
os efeitos encontrados nestes modelos animais de intervencao e as evidéncias
de que criangcas submetidas a maus tratos ou abuso na infancia estdo mais
propensas a exposi¢cao a estimulos adversos, como o0 uso de substancias, bem
como o fato de que criangas que sofreram abandono sdo comprovadamente
mais vulneraveis a disturbios de ansiedade, ndo pode ser ignorada, mostrando

a relevancia destes estudos.

Desta forma, o conhecimento detalhado dos sistemas neurais e
padrées comportamentais que subjazem estas intervencbes sdo de grande
importancia clinica, tanto no sentido de procurar por intervengdes que revertam
os efeitos negativos a longo prazo destas experiéncias, quanto na atuagao em

um nivel preventivo, a partir da detecgao das vulnerabilidades individuais.
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CONCLUSOES

6 CONCLUSOES

1) A manipulagdo neonatal de trés minutos, realizada nos
primeiros dez dias de vida, levou a uma menor inibicdo comportamental nos

paradigmas de medo inato e aprendido de ratos machos adultos.

2) Animais manipulados no periodo neonatal além de
expressarem de forma mais ténue as respostas de medo aprendido, também

extinguem mais rapidamente esta aprendizagem aversiva.

3) As intervengdes estudadas n&o afetaram a capacidade de

aprendizagem via condicionamento classico dos animais.

4) A separagao materna de 180 minutos, realizada nos
primeiros dez dias de vida, ndo levou a alteragdes comportamentais em

nenhum dos paradigmas de medo estudados.

5) Nenhum dos modelos de intervengdo neonatal estudados
levaram a alteragdes tardias na intensidade de marcacgéo da tirosina hidroxilase
na VTA e SNCo.
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