UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

BioQuimicA

Efeitos a longo prazo de diferentes separacgdes dos filhotes no periodo neonatal sobre as

genitoras

EDUARDO VON POSER TOIGO

PORTO ALEGRE-RS, 2011.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

BioQuimicA

Efeitos a longo prazo de diferentes separacgdes dos filhotes no periodo neonatal sobre as

genitoras

Dissertacao apresentada ao Programa
de Po6s-graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas: Bioguimica da
Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, como requisito parcial a
obtencao do Grau de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica

Orientador: Profa. Dra. Carla Dalmaz

Co-orientador: Dra. Leticia Pettenuzzo




““O Unico lugar no qual o sucesso vem antes do trabalho é no dicionario”.

Albert Einstein




AGRADECIMENTOS

A professora Dr. Carla Dalmaz pela confianga e orientacao iniciados com a iniciagao

cientifica e fortalecidos com a pos-graduacao.

A Dr. Leticia Pettenuzzo, igualmente pela amizade, orientagio e dedicacdo no

auxilio ao desenvolvimento deste trabalho.

A todas as pessoas, pos graduandos e ICs do laboratério 37 pelo apoio e ajuda nos

experimentos.

Aos funcionarios da bioquimica, especialmente a Cléia da secretaria pela paciéncia.

Aos meus pais, Gilberto e Gilsane, pela confianga, motivagdo, apoio e amor durante

todo esse tempo

Ao amor da minha vida, minha namorada Caroline pelo apoio incondicional, por ser
minha parceira sempre, por me motivar e por fazer eu me sentir todos os dias 0 homem mais

sortudo do mundo.




SUMARIO

RESUMO o e e e e e 1
ADSEFACT ... e 3
Lista de abreviaturas ............ccoviiiiiiiiii i e e D
PARTE 1
1. INTRODUCAO
R D =T o Ty (o PP 6
1.2. Separagdo Materna como modelo de depressdo ................... 9
1.3. Hedonia ....ovieii i 11
1.4, Dopaming € dePreSSa0 ......ccuueeeneeriierineiieaeienineeiinenineennnn, 14
1.5. Adenosing € EPIreSSAD .....vvue e it ireere e eee e e e e e e 15
1.6. Ocitocina, comportamento materno e depressao .................. 17
1.7. Na"K'-ATPase e a depressao ............covvvvvvvreeeeeeeenenenennnn, 18
1.8. Estresse oxidativo na depressao ...............cccoeevviiviiininennnn. 18
1.9. OXIidO NITFICO «.vvv i v ienene e 20
1.10. Comportamento A€ FISCO .....covereerieerieeiesie e 20
OBUJETIVOS ..ot 22
PARTE 2
CAP[TULO 1o, ARTIGO SUBMETIDO .....cocooviiiiiiiienieeeeeieiees 23
CAPTTULO 2 .ttt 65
DISCUSSAQ .....ooooirrrviiissessssissss s 80
CONCLUSAOD .. 89
REFERENCIAS ..o 90
ANEXO 1 ... fotos imunohistoquimica no microscépio confocal ........... 103
ANEXO 2 ... fotos imunohistoquimica no microscépio fluorescéncia ... 106




RESUMO

Esse estudo foi realizado para verificar se a exposi¢cdo a separagodes repetidas (por diferentes
intervalos de tempo) de maes dos seus filhotes no periodo neonatal poderiam ser classificadas
como indutoras de um estado do tipo deprimido em genitoras. Sessenta ratas Wistar prenhes
foram divididas em 3 grupos: controle, separagao por 10 minutos e separagdo por 3 horas. As
intervengdes neonatais foram realizadas nos dias 1-10 pds parto. Apods o desmame as
genitoras foram submetidas ao teste do nado for¢cado, ao teste do labirinto em cruz elevado e
ao teste do odor de predador. Também foi avaliado o comportamento alimentar e os padroes
de reatividade a um sabor doce e a um sabor amargo. Foi medido os niveis de ocitocina no
liquido cefaloraquidiano, corticosterona plasmatica e atividade hipocampal Na', K'-ATPase,
assim como a atividade das enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase, superoxido
dismutase, produ¢do de radicais livres, e a producdo de 6xido nitrico, além dos niveis dos
receptores A2A de adenosina e D2 de dopamina no estriado dorsoventral e no hipocampo. Foi
observado que somente a separacdo por 3 h induziu um aumento significativo no tempo de
imobilidade no teste do nado for¢ado, o que € consistente com estudos prévios. A atividade
hipocampal da Na", K'-ATPase se mostrou diminuida no grupo separado por 10 minutos e
mais significativamente diminuida nas genitoras submetidas a separacdo por 3 horas de seus
filhotes. Adicionalmente, os niveis de ocitocina no liquido cefaloraquidiano se encontravam
aumentados no grupo separado por 10 minutos, o que pode estar relacionado a um aumento
no cuidado materno, induzido por esta manipula¢do dos filhotes, por parte das genitoras,
como reportado na literatura. Uma reducdo nos niveis de 6xido nitrico no hipocampo das
genitoras separadas por 3 horas foi observado Nessas genitoras também foi verificado um
aumento no comportamento de risco, uma diminui¢do no sentimento prazeroso frente a uma
solucdo doce e aumento na sensibilidade a uma solugdo aversiva, o que ¢ congruente a um

perfil de estado do tipo deprimido. Além disso, nés verificamos uma diminui¢do na




quantidade do receptor de dopamina D2 no estriado das maes submetidas a separagdo por 3
horas dos filhotes, o que poderia ser relacionado com uma diminuicdo no prazer (anedonia)
que acontece na depressdo. Conclui-se que a retirada dos filhotes das maes por longos
periodos tornam essas maes mais susceptiveis ao desenvolvimento de caracteristicas

depressivas.

Palavras-chaves: separagio neonatal, ocitocina, teste do nado forcado, Na*, K'-ATPase,
oxido nitrico, receptor de dopamina D2, receptor adenosina A2A, comportamento de risco,

labirinto em cruz elevado, teste de odor de predador, paradigma de reatividade ao sabor.




ABSTRACT

This study was carried out to ascertain whether exposure to repeated separations (different
times) of mothers from their pups in the neonatal period could be classified as an induction of
a depressive-like state in dams. Sixty Wistar rats were divided into 3 groups: control, brief
separation and long-term separation. The neonatal interventions were done on postpartum
days 1-10. After weaning, the dams were subjected to the forced swimming test, elevated plus
maze and predator odor test. It was also evaluated the feeding behavior and the taste reactivity
patterns to a sweet and to a bitter solution. It was mesaured cerebral spinal fluid oxytocin,
plasma corticosterone, and hippocampal Na’, K'-ATPase activity, as well as the activity of
the antioxidant enzymes catalase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase, free radicals
production, and the production of nitric oxide and the levels of adenosine A2A and dopamine
D2 receptors in the dorsoventral striatum and hippocampus. It was observed that only the 3 h
separation induced a significant increase in the immobility time of rats in the forced
swimming test, which is consistent with previous studies. Hippocampal Na', K"-ATPase
activity was decreased in the brief separated group and more significantly decreased in dams
subjected to 3h separation from their pups. Additionally, cerebral spinal fluid oxytocin was
increased in dams of the brief separated group, which may be related to the increased
handled-induced maternal care, as reported in the literature. A reduction in nitric oxide levels
in the hippocampus in dams of the long separated group was also observed. It was also verify
an increase in the risk-taking behavior by the 3h separated mothers. The 3h separated mother
also demonstrated a diminished feeling of pleasure with a sucrose solution and a increased
sensibility to a aversive solution, wich is congruent with a depressive like state profile.
Furthermore, we shown a decrease in the dopamine D2 receptor quantity in the striatum of the

3 h separated mothers, wich could be related to a decrease in pleasure feeling (anhedonia)




experienced in depression. It is concluded that the withdrawal of pups from their mothers for

long periods make the mothers more susceptible to the development of depressive features.

Key words: neonatal separation, oxytocin, forced swimming test, Na', K'-ATPase, nitric
oxide, dopamine D2 receptor, adenosine A2A receptor, risk-taking behavior, plus-maze,

predator odor test, taste reactivity paradigm.




LISTA DE ABREVIATURAS
DSMV-IV — Manual de diagndstico ¢ estatistica de doengas mentais, 4° edigdo.
MAO - monoaminoxidase

COMT - catecol-O-metiltransferase
IMAOs - inibidores da monoaminoxidase
HHA - hipotalamo-hipofise-adrenal

DA - Dopamina

OT - ocitocina

GPx - glutationa peroxidase

CAT - catalase

SOD - superoxido dismutase

EROs - espécies reativas de oxigénio
ERNS - espécies reativas de nitrogénio
ON - 6xido nitrico

SNC - sistema nervoso central

PFA - paraformolaldeido

PVN - nucleo paraventricular

SON - nucleo supra-optico

LCR - liquido cefalorraquidiano




PARTE 1

1. INTRODUCAO
1.1. Depresséo

Transtornos do humor afetam aproximadamente 7% da populacdo e estdo enquadrados
nas 10 principais causas de incapacitagdo profissional, estando associadas com uma
morbidade grave e um aumento no risco de mortalidade (Murray et al., 1996). Entre os quatro
maiores transtornos de humor, a depress@o ¢ o mais comum. Esse transtorno ¢ responsavel por
4,4% do Onus mundial com doencas, uma contribuicdo semelhante a das doengas
cardiovasculares isquémicas ou diarréicas (Mann, 2005). As formas graves de depressdo
acomentem cerca de 2-5% da populac¢do dos Estados Unidos e aproximadamente 20% sofre
das formas mais leves. As mulheres sdo duas vezes mais acometidas que os homens. A
incidéncia ao longo da vida é de 13% para homens e pode chegar até 25% para mulheres
(American Psychiatric Association, 2000). Essa doenca difere tanto qualitativa quanto
quantitativamente de paciente para paciente, mas normalmente ¢ caracterizada por
desesperanca, perda de reatividade humoral, incapacidade de obter prazer (anedonia),

pensamentos suicidas e sintomas psicoticos, como delirios e alucina¢des (Nestler et al., 2002).

O diagnostico ¢ feito a partir de um critério estabelecido pela “Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 4% Ed.” (DSMV-IV) (US Departament of Health). O
DSMV-IV define que cinco ou mais sintomas caracteristicos devem estar presentes durante
duas semanas e devem representar uma mudanca significativa na qualidade de vida do
paciente para ser caracterizado como depressao. Pelo menos um dos sintomas deve ser humor

deprimido ou perda de interesse e de prazer em atividades previamente prazerosas.
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Os primeiros estudos clinicos da relagdo entre as monoaminas cerebrais e a depressao
foram publicados por Freis (1954). Este pesquisador relatou que cinco pacientes hipertensos
desenvolveram depressdo apoés o tratamento com altas doses de reserpina. Esta substancia
causa uma deple¢do das monoaminas cerebrais, e desde entdo essa descoberta da relagdo das
monoaminas com a depressao tem sido a base dos estudos para entender a fisiopatologia dessa
doenga e para o desenvolvimento de medicamentos antidepressivos (Pryor et al., 1991). Nos
anos 60, apds a introdugdo dos primeiros medicamentos com efeito comprovadamente
antidepressivo no mercado, se constatou que eles agiam em monoaminas (principalmente
serotonina e noradrenalina) que atuam como neurotransmissores em sinapses nervosas. A
serotonina e a noradrenalina s3o removidas das sinapses apds sua liberagdo, por um processo
de recaptacdo pelo neurdnio pré-sindptico (Stahl, 1998). Apos a recaptacdo, sdo destruidas
dentro do neurdnio, pelas enzimas monoaminoxidase (MAO) e catecol-O-metiltransferase
(COMT) ou sdao novamente armazenadas em vesiculas, para serem liberadas na fenda
sinaptica.

Utilizando-se desse conhecimento, verificou-se que os inibidores da monoaminoxidase
(IMAOs) e substancias capazes de inibir a recaptacdo das monoaminas (ex.: antidepressivos
triciclicos) produziam actimulo do neurotransmissor na fenda sindptica. Essa constatagdo
sugeriu inicialmente que os antidepressivos atuassem por aumento da transmissdo
serotoninérgica e noradrenérgica, compensando um possivel estado de deficiéncia de
neurotransmissores. No entanto, esse pensamento falha em explicar varios pontos
relacionados a depressdo: alguns antidepressivos (como a bupropiona e a mirtazapina) nao
tém efeito significativo nem sobre a MAO nem na recaptacdo de monoaminas; a cocaina e
anfetaminas, potentes inibidores de recaptagdo de monoaminas, ndo tém efeito antidepressivo,
o que leva a conclusdo de que ndo ha evidéncia convincente de que a depressdo se deva

somente a falta de transmissdo noradrenérgica ou serotoninérgica (Stahl, 1998). Na realidade,
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muitos pacientes com depressdo grave, do tipo melancoélica, parecem ter aumento e nao
deficiéncia da taxa de renovacdo ("turnover", isto e, sintese ¢ destruicdo) de noradrenalina.
Além disso, ha uma grande discrepancia temporal entre o rapido efeito bioquimico de
antidepressivos, com aumento de neurotransmissores nas sinapses, em horas, e o efeito clinico
antidepressivo, que leva cerca de duas semanas para se iniciar (Stahl, 1998).

Descobriu-se posteriormente que, em ratos, a administragdo de antidepressivos por
duas semanas produz uma reducdo no numero (“down-regulation™) de determinados
receptores adrenérgicos, acompanhada por alteragdes especificas em fungdes adrenérgicas.
Alteragdes semelhantes em humanos poderiam explicar o tempo de evolucdo da acdo
antidepressiva desses medicamentos. Tal descoberta acabou por gerar uma nova teoria, de que
alteracdes na sensibilidade de receptores monoaminérgicos, observadas ap6s administragdo
cronica de medicamentos, estdo relacionadas ao mecanismo de acdo antidepressiva (Stahl,
1998). Nao ha, entretanto nenhuma teoria plenamente convincente para explicar como a
adaptacdo de receptores monoaminérgicos pode atuar na depressao.

Alteragdes lentas do Sistema Nervoso Central, que possam ser relacionadas ao efeito
de antidepressivos, estdo sendo pesquisadas. Uma hipotese nessa linha se refere a alteragdes
no padrdo de expressdo génica induzidas por antidepressivos, ou seja, pode ser que
medicamentos antidepressivos modifiquem a forma como determinadas caracteristicas
bioldgicas se manifestam, por ag¢do (inibicdo ou estimulo) em determinados genes (Stahl,
1998). Outra hipotese mais recente propde a causa principal como uma reduzida atividade
elétrica dos neur6nios monoaminérgicos, uma vez que essa atividade ¢ o fator limitante para a
liberacdo dos neurotransmissores, ou seja, ¢ o fator limitante da concentragdo das

monoaminas (Kiss, 2008).
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1.2.  Separacdo Materna como modelo de depresséo

Devido ao fato de que a depressdo ¢ uma doenca multifatorial e de compreensdo ainda
limitada, existe um sério problema na pesquisa acerca dela: a falta de modelos animais
validados. A maioria dos sintomas da depressdo (humor deprimido, baixa auto-estima, idéias
suicidas) ¢ muito dificil de sere medida em animais de laboratério. Os modelos animais de
depressdo existentes hoje em dia baseiam-se nas similaridades entre as consequéncias de
estressores cronicos, inescapaveis ou imprevisiveis e os sintomas da depressdo. Os estressores
incluem choque nas patas, restricio de movimento e/ou de 4gua, agentes farmacologicos,
procedimentos cirurgicos e extremos de temperatura (Benmansour et al., 1999; Lucki et al.,
2001; Cryan et al., 2002; Newport et al., 2002). Ao contrario dos modelos animais, a
depressdo em humanos ocorre na maioria das vezes devido a uma perda, rompimento ou

mudanga significativa em uma relacdo social.

A separacao prolongada e repetida da mae dos seus filhotes ¢ um modelo animal que
tem sido usado para estudar os efeitos de intervencdes precoces nos filhotes quando estes
chegam a vida adulta. Esse processo envolve separar os filhotes da mae por normalmente 3
horas por dia durante as primeiras duas semanas de vida. Quando testados na idade adulta,
estes filhotes apresentam respostas hormonais, comportamentais € neuroquimicas distintas
dos filhotes nao-separados, inclusive algumas caracteristicas encontradas na depressao
humana (Ladd et al., 2000). Entretanto, ndo s6 os filhotes sofrem os efeitos da interagdo mae-
filhote neste periodo. A mae também apresenta um conjunto de mudangas fisioldgicas, muitas
dessas estimuladas pelos proprios filhotes — tais como o estimulo de suc¢do que promove
liberagdo de ocitocina € um aumento no comportamento agressivo frente a intrusos — de modo
a cuidar de sua prole e garantir sua sobrevivéncia (Giovenardi et al, 2000; Walker et al.,
2004). A estimulagdo feita pelos filhotes ndo s6 influencia o comportamento maternal, mas

também a responsividade da mae ao estresse. Por exemplo, ratas fémeas apresentam, no




periodo final de gestagdo, no parto e no periodo de lactagdo, uma redugdo na resposta do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) a uma variedade de estressores fisicos e metabolicos

(Walker et al., 2004).

Virios estudos tém demonstrado o efeito da separagdo materna sobre os filhotes,
considerando seu desenvolvimento neural e os efeitos produzidos quando atingem a idade
adulta, incluindo alteragdes na resposta ao estresse (Levine et al., 1967; Plotsky & Meaney,
1993; Ogawa et al., 1994), e tem sido sugerido que as mudangas verificadas em animais
adultos submetidos a separagdes maternas no periodo neonatal sdo, pelo menos em parte,
devidas ao fato de que as separagdes sdo estressantes para as maes, pois isso vai alterar a
interagdo mae-filhote levando a uma transferéncia de respostas emocionais e ao estresse das
maes para os filhotes, através de alteracdes na quantidade e na qualidade do cuidado materno
(Ladd et al., 2000; Pryce et al., 2001; Macri & Wurbel, 2006). Entretanto, poucas
investigacdes tem tido como objetivo verificar como os diferentes procedimentos de
separacdo dos filhotes no periodo pds parto afetam as genitoras e se essas alteragcdes se
mantém apds o desmame, quando os animais sdo separados definitivamente da mae e a longo

prazo.

Sabe-se que uma relagdo mae-filhote anormal leva a um aumento na vulnerabilidade a
estresses psicoldgicos tanto na mae como no filhote (Boccia & Pedersen, 2001). Em 2005,
pesquisadores reportaram que estresse socio-ambiental durante o periodo gestacional pode
contribuir para o desenvolvimento de um transtorno do tipo deprimido em genitoras no
periodo pos-parto (Misdrahi et al., 2005). Outros estudos revelaram que genitoras separadas
dos seus filhotes demonstraram uma diminui¢do no comportamento maternal (nimero de
lambidas nos filhotes) (Boccia & Pedersen, 2001; Lovic et al., 2001). Levando em conta
todos estes aspectos, Boccia et al. (2007) sugeriram que separagdes longas repetidas das maes

de seus filhotes poderiam produzir um comportamento do tipo deprimido em genitoras.
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Desde entdo, outros estudos também té€m proposto que separacdes longas repetidas
entre a mae ¢ seus filhotes poderiam ser estressantes para a genitora e poderiam levar ao
desenvolvimento de caracteristicas do tipo deprimido nestas (Elizalde et al., 2008; Eklund et
al., 2009; Maniam & Morris, 2010; Sung et al., 2010). No entanto, ¢ importante frisar que tais
trabalhos desenvolvidos até hoje revelaram resultados divergentes e ndo conclusivos. Isso
pode ser explicado por diversos fatores, tais como variagdes no cuidado materno, diferentes
protocolos de separagdo materna, diferentes testes comportamentais usados, o fato de que o
periodo pos-parto no qual os testes e as medidas bioquimicas sdo realizadas varia entre os
estudos, assim como a utilizagdo de diferentes grupos controle (ndo separados ou animais

submetidos somente aos cuidados habituais de ratario).

1.3. Hedonia

Reagdes afetivas refletem a qualidade agradavel ou desagradavel do evento que as
iniciam. Encontrar as causas neurais de reacdes afetivas positivas e negativas torna possivel
reconhecer e medir as reagcdes a uma sensagdo quando ela ocorre. Existem vdrias estratégias
diferentes para medir as reagdes: (1) medidas de avaliagdes subjetivas para avaliar o prazer
consciente em humanos, (2) medida de desempenho em tarefas que gerem recompensa para
examinar sistemas neurocomportamentais de recompensa em animais ¢ humanos, ou (3)
medida das reacdes afetivas fisioldgicas e/ou comportamentais determinadas por um impacto

hedonico imediatamente apds a sensacao prazerosa em animais ¢ humanos.

Processos psicologicos afetivos implicitos ou inconscientes podem ocorrer no cérebro
independentemente de sentimentos conscientes (Berridge, 1999; Damasio, 1999; LeDoux,

1996; Zajonc, 2000), assim como processos como percepgao, aprendizado e cognicao podem
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ocorrer independentemente de qualquer consciéncia deles (Berridge & Winkielman, 2003;

Winkielman et al, 2005).

Estudos que dependem de respostas conscientes de prazer podem falhar em observar
reacOes afetivas em resposta a um evento (Winkielman, Zajonc, & Schwarz, 1997; Zajonc,
1980; Zajonc, 2000) e, por outro lado, a reagdo afetiva pode acontecer inconscientemente
(Berridge & Winkielman, 2003; Damasio, 1999; Winkielman et al., 2005). A questdo do que
um animal sente frente a um estimulo ¢ um tdépico fascinante, porém de muito dificil estudo.
Por outro lado, a questdo de como o animal reage comportamentalmente e fisiologicamente a
um estimulo prazeroso ou aversivo ¢ algo possivel de ser avaliado. A expressdo facial de um
bebé em resposta a um sabor doce ¢ um exemplo de uma reagdo afetiva positiva a uma
sensacdo prazerosa (Steiner, 1973; Steiner et al., 2001). Bebés normais tem essencialmente
dois padrdes de expressoes faciais a sabores: afetivo positivo e afetivo negativo. O sabor doce
do agucar normalmente determina padrdes positivos, como movimentos de protrusdes de
lingua. Por outro lado, sabores aversivos determinam comportamentos negativos, como
bocejos, sacudidas de cabeca e ranger de dentes (Ganchrow et al., 1983; Rosenstein & Oster,
1988; Steiner et al., 2001). O paradigma da responsividade afetiva ao sabor propde que as
varias reacOes afetivas apresentadas por camundongos e ratos sdo homologas as reagdes
faciais afetivas de humanos neonatos, macacos e grandes primatas - protrusdes ritmicas da
lingua em resposta a sacarose (estimulo de recompensa) e bocejos e ranger de dentes em
resposta ao acido acético (estimulo aversivo). Através da quantificacdo dessas reacdes faciais
¢ possivel analisar a resposta a uma recompensa ou a um estimulo aversivo (Berridge, 2000;

Feurte” et al., 2000; Berridge 2003).

O prazer que o sabor doce gera dentro do cérebro ¢ ativado por sistemas neurais que
fazem do prazer uma sensagao relacionada ao "gostar". Podemos estar acostumado a pensar

em sabores doces como inerentemente agradaveis, mas esse prazer nao esta contido no
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detalhe intrinseco de sua sensacdo e sim em sua capacidade para atuar como chaves que
destravam a ativacdo dos sistemas de "gostar" do cérebro (Berridge & Kringelbach, 2008;
James, 1884). Isto ¢ evidente, considerando que, se a capacidade de desbloquear sistemas
cerebrais hedonicos ndo esta funcionando corretamente, um sabor doce pode ndo gerar a
sensacdo prazerosa que ele geraria normalmente, permanecendo doce como sempre. Por outro
lado, o prazer deve ser traduzido em motivagdo ou "querer", a fim de que recompensa do
alimento influencie o comportamento alimentar, levando a uma motiva¢do para comer.

A saliéncia do incentivo ¢ atribuida a recompensas ¢ suas dicas preditivas, as quais
ajudam a determinar o seu valor motivacional (Pelchat et al., 2004). “Querer” € psicologica e
neuralmente diferente do gostar, mesmo que eles ocorram normalmente juntos. Tanto o
“querer” quanto o “gostar” sdo necessarios para uma recompensa normal. “Querer” sem o
“gostar” ¢ meramente uma recompensa parcial, sem sensagdo prazerosa em nenhum sentido.
A recompensa na sua totalidade ndo pode ocorrer sem a saliéncia do incentivo, mesmo se o
“gostar” hedonico estiver presente. O “querer” pode ser também um processo psicologico da

saliéncia motivacional do incentivo (Berridge & Robinson, 1998; Everitt & Robbins, 2005;

Robinson & Berridge, 2003; Salamone & Correa, 2002).

Anedonia, a inabilidade de experimentar emocgdes prazerosas frente a eventos
normalmente prazerosos tais como alimentagdo, exercicio, interagdes sociais ou atividades
sexuais, ¢ considerada como um dos principais sintomas da depressdo. Varios estudos de
modelos animais, tais como o estresse cronico varidvel ¢ capaz de induzir anedonia, sintoma
este que ¢ revertido pela administracdo de diferentes classes de antidepressivos (Willner,
1997; Willner et al., 1992 a,b). Em adi¢do as mudangas ja bem estabelecidas na resposta a
recompensas (anedonia), mudancas na reatividade a estimulos aversivos também acontecem

na depressdo. Essas mudangas consistem de uma tendéncia a enfatizar e representar em
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demasia estimulos aversivos e experimentar sentimentos de pouca valia e culpa excessiva ou

inapropriada. (American Psychiatric Association 1994).

1.4. Dopamina e a depressao

Dentre os muitos neurotransmissores que se acredita possam estar envolvido em
distarbios do sistema nervoso central, a dopamina tem recebido muita atencdo, gragas
principalmente a distribuicdo disseminada de seus receptores por todo o cérebro e o seu papel
em varias fungdes centrais, tais como a cogni¢do, emog¢ao, percepgao, motivagao, recompensa
e sono. Acredita-se que disturbios das vias dopaminérgicas centrais possam estar envolvidos
no desenvolvimento de varios transtornos, tais como ansiedade, depressdo e comportamentos

compulsivos (Goetz, 2010; Ferrara & Stacy, 2008)

Viérios estudos ao longo dos anos tém sugerido que a dopamina (DA) possui um papel
na depressdo (Willner, 1983; Jimerson, 1987; Kapur & Mann 1992, Berridge, 2007), e
evidéncias experimentais obtidas em animais sugerem que a dopamina estd implicada no
funcionamento de antidepressivos (Nomikos et al 1991; Rossetti et al 1991; Dailly et al.,
2004) e, além disso, administracdo aguda de antidepressivos pertencentes a diferentes classes
farmacoldgicas aumentam os niveis de dopamina extracelular no cértex pré-frontal (Tanda et
al., 1994). Em adicdo, ratos submetidos a estresse cronico varidvel, um modelo animal de
depressdo, demonstram uma liberagdo dopaminérgica diminuida no shell do nucleo
accumbens e no cortex pré-frontal em resposta a uma exposi¢do a um alimento palatavel, o
que pode ser revertido por tratamento cronico com desipramina (Di Chiara & Tanda 1997).
Existem diferentes tipos de receptores dopaminérgicos: do tipo D1 (D1 e D5) e do tipo D2
(D2, D3 e D4). Existe normalmente uma expressdao disseminada de todos os receptores

dopaminérgicos pelo cérebro, com niveis abundantes de D1 e D2 e niveis moderados de D3,




D4 e D5 (Dailly et al., 2004; Emilien et al., 1999), sendo que os receptores D1 ¢ D2 sao
encontrados principalmente no estriado, cortex, hipotalamo e bulbo olfatério (Creese et al.,

1982; 1983; Senogles et al., 1988).

1.5.  Adenosina e a depressao

A adenosina ¢ um nucleosideo formado pela unido de uma adenina e uma ribose,
presentes no meio intra e extracelular, possuindo um papel neuromodulador ¢ hemostatico
(Cunha, 2001). A producdo intracelular resulta da clivagem da S-adenosil-homocisteina, do
ATP, do ADP ou do AMP. Enquanto o ATP funciona como um neurotransmissor em
algjumas 4reas cerebrais, a adenosina ndo ¢ armazenada ou liberada como um

neurotransmissor classico (Fredholm et al., 2007)

Como a adenosina ndo ¢ liberada por exocitose, ela funciona como uma molécula
sinalizadora extracelular que influencia na transmissao sinaptica modulando a atividade do
sistema nervoso central no nivel celular, pré-sindptico (inibindo ou facilitando a liberagdo de
neurotransmissores) ou poés-sindptico (hiperpolarizando ou despolarizando neurdnios) e/ou

exercendo efeitos ndo-sinapticos (Ribeiro et al., 2003)

A neuromodulacdo da adenosina ¢ exercida através da ativacdo de quatro diferentes
tipos de receptores, de alta afinidade (A1l e A2A), baixa afinidade (A2B) ¢ 0 A3 que ¢ um
receptor de alta afinidade em humanos, mas ocorre em baixa densidade na maioria dos tecidos
(Fredholm et al., 2001). Os receptores A2A estdo localizados principalmente no sistema
nervoso central, ocorrendo basicamente no estriado, nos neurdnios gabaérgicos do caudado-

putamen, no nicleo acumbens e em menor quantidade em outras regides do cérebro.




A adenosina modula varios receptores de neurotransmissores no cérebro, incluindo
receptores dopaminérgicos (Xu et al., 2005). Os receptores dopaminérgicos D1 ¢ D2 sdo os
principais reguladores da fungdo estriatal e os receptores da adenosina Al e A2A sdo os
principais moduladores dessa via de sinaliza¢do. Essa modulagdo da adenosina ocorre através
de interacdes receptor-receptor. Existem principalmente dois tipos de interacdes entre
receptores da adenosina e os receptores dopaminérgicos no ganglio basal, a intera¢ao
antagonica entre receptores A1/D1 e receptores A2A/D2 nos neurdnios gabaérgicos da via
estriato-palidal. A co-localizacdo desses receptores no corpo estriado e nucleo acumbens esta

também bem estabelecida (Fredholm et al., 1999)

A modulacdo do sistema adenosinérgico tem sido ligada a depressdo através de
observagdes que demonstram que a adenosina e seus analogos causam comportamentos do
tipo deprimido em dois modelos animais de depressdo amplamente utilizados: a elevacdo dos
niveis de adenosina aumenta o tempo de imobilidade em ratos submetidos a choques
inescapaveis assim como no teste do nado for¢ado (Hunter et al., 2003; Minor et al., 1994;
Woodson et al., 1998). Outro argumento sobre a capacidade do sistema adenosinérgico em
controlar a depressdo ¢ a observacdo de que antidepressivos cldssicos revertem a esse
aumento no tempo de imobilidade induzido por adenosina em ambos os testes (Kulkarni &
Mehta, 1985). El Yacoubi et al. (2001) encontraram que antagonistas de receptor A2A
prolongam o comportamento de escape em dois testes de varredura para antidepressivos, a
suspensdao pela causa e o nado forcado. A observacdo de que a administragdo de um
antagonista para receptor do tipo D2 (haloperidol) previne os efeitos antidepressivos
resultantes do bloqueio ou inativagdo dos receptores A2A levou ao desenvolvimento da
hipotese de que interacdes entre a dopamina e adenosina podem estar envolvidas nos efeitos

eliciados pelas manipulagdes de receptores A2A (El Yacoubi et al., 2001, 2003).
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1.6.  Ocitocina, comportamento materno e depressao

Virios estudos demonstram que a ocitocina (OT) estd implicada na mediacio
neurormonal de certos comportamentos (van Leengoed et al., 1987; Consiglio & Lucion,
1996; Pedersen, 1997; Nelson & Panksepp, 1998), como por exemplo, o reflexo da liberagao
de leite durante a lactacdo, e o comportamento maternal frente a seus filhotes e frente a um
potencial agressor (Giovenardi et al., 1998). Ela também modula relagdes (apego),

comportamento sexual, comportamentos sociais, memoria, ansiedade, estresse e a imunidade.

Evidéncias fisiologicas apoiam a correlagdo entre ocitocina € o bem estar. A
administracdo de ocitocina esta relacionada com um menor tempo de imobilidade no teste do
nado for¢ado e diminuicdo do comportamento do tipo ansioso no teste do labirinto em cruz

elevado (Consiglio, 2006).

Recentemente, foi demonstrado que os neuropeptidios, incluindo a OT, possuem
propriedades antioxidantes. Observou-se que a oxidacdo desse peptideo poderia ajudar a
preservar o hipotadlamo, apesar de ser ao custo da integridade deste produto e das acdes
comportamentais positivas, j& mencionadas, que ele exerce. Portanto, ¢ possivel que a OT
atue como uma segunda linha de protecdo contra as espécies reativas de oxigénio (EROs),
quando outros antioxidantes (Glutationa Peroxidase [GPx], Catalase [CAT] e Superoxido
Dismutase [SOD]) ndo s3o suficiente como prote¢ao para uma situacdo com alto estresse
oxidativo. Os efeitos comportamentais da OT poderiam estar diminuidos em funcido da

preservagao do hipotalamo (Consiglio, 2006).




Devido ao fato de que a liberagdo de glicocorticdides antes do nascimento aumenta
tanto em roedores como em mulheres, e a resposta de neurdnios ocitocinérgicos ao estresse ¢
inibida no final da gesta¢dao (Scantamburlo et al., 2009), disfuncdo no sistema ocitocinérgico
no cérebro maternal pode ser um candidato para explicar a depressdo pos-natal (Neumann,

2008).

1.7.  Na’, K’'-ATPase e a depressio

A Na', K"-ATPase é a enzima responsavel pelo transporte ativo dos ions sodio e
potassio, sendo responsavel pela manutencdo do gradiente eletroquimico necessario para
excitabilidade neuronal e para regulacdo do volume das células neurais. Varios estudos tém
sugerido que a atividade da isoforma cerebral da Na', K'-ATPase poderia estar envolvida na
etiologia de transtornos mentais. Particularmente, tem sido mostrado que a atividade dessa
enzima esta diminuida em pacientes com depressao e outros transtornos psiquiatricas (Hokin-
Neaverson & JeVerson, 1989; El-Mallakh & Wyatt, 1995; Goldstein et al., 2006), assim
como no hipocampo de animais submetidos a um modelo de depressdo (estresse cronico
variavel) (Gamaro et al., 2003; Goldstein et al., 2006). Um estudo recente demonstrou que
um tratamento antidepressivo previniu a diminui¢io da atividade da Na'K'-ATPase
verificada em um modelo de comportamento depressivo por exposi¢do ao malation (Acker et

al., 2009).

1.8.  Estresse oxidativo na depressao

A fosforizacdo oxidativa, que acontece na mitocondria da célula, € a principal fonte de
ATP em organismos aerobicos. O lado negativo deste processo ¢ que, como um subproduto,

ela pode produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), moléculas altamente reativas que




podem gerar lipoperdxidos e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), que irdo propagar a
reacdo de oxidagdo iniciada pelas EROs. Esses dois subprodutos possuem tanto papeis
positivos quanto negativos na célula. Em concentragdes baixas ou moderadas, eles atuam em
processos fisioldgicos normais, tais como na resposta celular a uma injuria ou infecgdo, na
sinalizagdo e na mitose (Valko et al., 2007). Por outro lado, quando o balango oxidativo é
desequilibrado, levando a altas concentragdes de EROs/ERNs, as células exibem condigdes

prejudiciais de estresse oxidativo e nitrosativo.

O dano causado pelo estresse oxidativo tem um papel ja bem caracterizado em vérias
condi¢cdes patologicas, tais como doengas cardiovasculares, isquemia/reperfusdo, diabetes e
transtornos psiquiatricos (Halliwell, 2007; Valko et al., 2007; Ng et al., 2008). Varios estudos
tém demonstrado alteracdes em parametros de estresse oxidativo na depressdo e em modelos
animais dessa doenga (Palumbo et al., 2007; Jang et al., 2008; Cumurcu et al., 2009;
Kodydkova et al., 2009; Lucca et al., 2009; Rezin et al., 2009; Khovryakov et al., 2010). O
hipocampo, assim como todo o cérebro, ¢ especialmente vulneravel a danos causados por
radicais livres devido ao seu alto consumo de oxigénio, abundante quantidade de lipidios e
relativa pobreza de enzimas antioxidantes (Olanow et al., 1992; Halliwell et al., 2007). O
estresse oxidativo acontece quando ha um desbalanco entre as defesas antioxidantes e as
espécies oxidativas. Nesse caso, as defesas antioxidantes, como as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), ndo sdo capazes de
neutralizar as espécies reativas eficientemente (Halliwell et al., 2007). Como consequéncia,

pode ocorrer dano a proteinas, lipidios ¢ a0 DNA das células (Cochrane et al., 1991).

Tanto um estresse psicoldgico (Matsumoto et al., 1999) quanto fisico (Zafir & Banu,
2009) podem modular as defesas antioxidantes ¢ aumentam o dano oxidativo no cérebro. Um
aumento na geragdo do anion superoxido foi observado no hipocampo e no cortex pré-frontal

apoOs os animais serem submetidos ao protocolo de estresse cronico variavel (Lucca et al.,




2009), enquanto que niveis aumentados de 6xido nitrico foram encontrados no cérebro total
de camundongos (Matsumoto et al., 1999), no hipocampo de ratos (Harvey et al., 2004) e no

soro de ratos submetidos a diferentes paradigmas de estresse (Kampe et al., 2009).

1.9.  Oxido nitrico

O oxido nitrico (ON) ¢ um mensageiro multifuncional do sistema nervoso central
(SNC) que consegue sinalizar tanto na direcdo anterograda como retrégrada nas sinapses (Feil
& Kleppisch, 2008). Estudos recentes, tanto em humanos (Oliveira et al., 2008) como em
modelos animais (Joca & Guimaraes, 2006; Zhou et al., 2007; Hua et al., 2008; Wegener et
al., 2010), sugerem um envolvimento do ON enddgeno hipocampal na neurobiologia do
estresse e da depressao. Administracdo intra-hipocampal de inibidores da ON sintase induzem
efeitos do tipo antidepressivo em roedores (Joca & Guimaraes, 2006; Wang et al., 2008). Do
mesmo modo, tratamentos com antidepressivos diminuem a producdo de ON no cortex
cerebral ¢ no hipocampo (Ikenouchi-Sugita et al., 2009). Por outro lado, a administragdo de
um estimulante da producao de 6xido nitrico reverteu efeitos do estresse cronico variado e
deficiéncias na neurogénese hipocampal em camundongos (Zhou et al., 2007; Hua et al.,

2008).

1.10 Comportamento de risco

A depressdao e o comportamento de risco sdo dois fatores que aparecem muitas vezes em
conjunto. Os centros de prevengao e controle de doengas dos Estados Unidos tém conduzido
ao longo dos anos uma pesquisa telefonica sobre o comportamento de risco em adolescentes e
jovens adultos. Essas pesquisas revelaram que comportamentos de risco como sexo sem 0 uso
de preservativos, fumo, abuso de alcool e drogas sdo bastante comuns (Kann et al., 1996;

Grunbaun et al., 1996). Uma pesquisa com 4.023 familias demonstrou que o abuso de drogas




e a dependéncia estavam associados com estresse pos-traumatico e/ou depressdo maior entre
garotos ¢ garotas adolescentes (Kilpatrick et al., 2003). Uma outra pesquisa realizada no
Reino Unido com 2.624 adolescentes conduzida pelo Instituto Nacional de estatistica do
Reino Unido demonstrou uma forte associa¢do entre o fumo, o abuso de alcool e o uso de
maconha com doengas psiquiatricas (Bender et al., 2006). Em animais como roedores, o
comportamento de risco € caracterizado como exposi¢ao a situagdes perigosas no qual os
animais estariam vulneraveis a presenca de predadores. Esse comportamento ¢ medido em
tarefas como o teste do odor de predador e o teste do labirinto em cruz elevado (Cortese et al.,

2009; Lofgren et al., 2009)




2. Objetivos

2.1. Gerais

Avaliar os efeitos de separagdes repetidas das maes dos filhotes no periodo neonatal

sobre parametros relacionados a um comportamento do tipo depressivo nas genitoras.

2.2. Especificos
Avaliar os efeitos de separacgdes repetidas das maes dos filhotes sobre:
1. Os niveis de ocitocina no liquido cefalorraquidiano das maes;
2. A atividade da enzima Na', K", ATPase no hipocampo;
3. Atividade de enzimas antioxidantes e do dano oxidativo ao hipocampo e ao estriado;
4. O comportamento alimentar das maes;
5. A responsividade das maes a um sabor prazeroso ou aversivo;
6. Comportamento defensivo frente a exposi¢ao a um odor de predador;

7. Receptores do tipo A2 e D2 no hipocampo e estriado;




Parte 2

Capitulo 1: Efeitos a longo prazo de separaces repetidas de seus filhotes no
periodo neonatal sobre parametros comportamentais e bioquimicos de

maes — um estudo em animais de experimentacao.

O presente trabalho teve como objetivo aprofundar a analise de efeitos da separacao
materna em ratos. Foram analisados diferentes parametros, como atividade
hipocampal da enzima Na', K'-ATPase, producdo de 6xido nitrico ¢ produgdo de
radicais livres. Também foram analisados os niveis de ocitocina no fluido
cerebrospinal e corticosterona plamatica, além do comportamento no teste do nado

forgado.

Os resultados obtidos estdo apresentados a seguir no manuscrito intitulado: Long-lasting
effects of separation from their pups on behavior and biochemical parameters related to a
depressive state of dams using a rat model. Submetido a revista Journal of Neural

Transmission.
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Abstract

This study was carried out to ascertain whether exposure to repeated separations (3h per day)
of mothers from their pups in the neonatal period could be classified as an induction of a
depressive-like state in dams. Fourty-eight Wistar rats were divided into 3 groups: control,
brief separation and long-term separation. The neonatal interventions were done on
postpartum days 1-10. After weaning, the dams were subjected to the forced swimming test
and later cerebral spinal fluid oxytocin, plasma corticosterone, and hippocampal Na’, K'-
ATPase activity were measured, as well as the activity of the antioxidant enzymes catalase,
glutathione peroxidase, superoxide dismutase, free radicals production, and the production of
nitric oxide. It was observed that only the 3h separation induced a significant increase in the
immobility time of rats in the forced swimming test, which is consistent with previous studies.
Hippocampal Na", K'-ATPase activity was decreased in the brief separated group and more
significantly decreased in dams subjected to 3h separation from their pups. Additionally,
cerebral spinal fluid oxytocin was increased in dams of the brief separated group, which may
be related to the increased handled-induced maternal care, as reported in the literature. A
reduction in nitric oxide levels in the hippocampus in dams of the long separated group was
also observed. It is concluded that the withdrawal of pups from their mothers for long periods

make the mothers more susceptible to the development of depressive features.

Key words: neonatal separation, oxytocin, forced swimming test, Na', K'-ATPase, nitric

oxide.




1. Introduction:

Mood disorders affect approximately 7% of the population (Murray & Lopes, 1996),
and depression is the most common of these disorders, affecting women two times more than
men (Nestler et al., 2002). Besides, women appear to be more susceptible to depression
during pregnancy and the postpartum period (Marcus, 2009), and maternal depression affects
the offspring in many different ways, including emotional, cognitive and physiologically.

Animal models of depression have used chronic exposure to stressors, such as
restraint, foot shock, water and/or food deprivation, in order to induce depressive-like states in
animals (Cryan et al., 2002; Lucassen et al., 2004; Lucki et al., 2001; Malatynska et al., 2002;
Newport et al., 2002). However, depression in humans more often entails disruption of, or
change in significant social relationships. In this scenario, a more homologous animal model
to study human depression would be based on depression-like responses to social relationship
disruptions. In this sense, Boccia et al. (2007) studied the performance of the female genitors
subjected to separation from their pups on the forced swimming test, an animal model
commonly used to assess depression (Cryan et al., 2002; Porsolt et al., 1978), and suggested
that repeated long term separation from pups could be responsible for the onset of depression-
like behaviors in rodents. Other studies have also proposed that repeated long term maternal
separation is stressful to the dams and can lead to depressive-like characteristics (Eklund et
al., 2009; Sung et al., 2010)

Some biochemical changes have been related to depression. Na', K'-ATPase is the
enzyme responsible for the active transport of sodium and potassium ions, and it maintains
the electrochemical gradient necessary for neuronal excitability and regulation of neuronal
cell volume. Accumulating evidence has suggested that brain Na', K'-ATPase activity
may be involved in the etiology of mental disorders. In particular, studies have shown

that the activity of Na’', K'-ATPase is decreased in patients with depression and other
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psychiatric disorders (El-Mallakh & Wyatt, 1995; Goldstein et al., 2006; Hokin-Neaverson &
JeVerson, 1989) as well as in hippocampus of animals subjected to a model of depression

(chronic mild stress) (Gamaro et al., 2003; Goldstein et al., 2006 ).

Nitric oxide (NO) is a multifunctional messenger in the central nervous system (CNS)
that can signal both in antero- and retrograde directions across synapses (Feil and Kleppisch,
2008). Recent studies, both in humans (Oliveira et al., 2008) and in animal models (Hua et al.,
2008; Joca & Guimaraes, 2006; Wang et al., 2008; Wegener et al., 2010; Zhou et al., 2007),
suggest an involvement of endogenous hippocampal nitric oxide (NO) in the neurobiology of
stress and depression. Intra-hippocampal administration of nitric oxide synthase (NOS)
inhibitors induce antidepressant-like effects in rodents (Joca & Guimaraes, 2006; Wang et al.,
2008). In this same line of evidence, treatment with antidepressives causes a decrease in NO
production in cerebral cortex and hippocampus (Ikenouchi-Sugita et al., 2009). On the other
hand, administration of a NO donor reversed chronic mild stress-induced behavioral despair

and hippocampal neurogenesis impairment in mice (Hua et al., 2008; Zhou et al., 2007).

Several studies have showned alterations in oxidative stress parameters in depression
and animal models of this disease (Cumurcu et al., 2009; Jang et al., 2008; Khovryakov et al.,
2010; Kodydkova et al., 2009; Lucca et al., 2009; Palumbo et al., 2007; Rezin et al., 2009).
The hippocampus, as well as the whole brain, is especially vulnerable to free radical-induced
damage because of its high oxygen consumption, abundant lipid content and relative paucity
of antioxidant enzymes (Halliwell et al., 2007; Olanow et al., 1992). Oxidative stress happens
when there is an imbalance between antioxidant defenses and oxidative species. In this case,
the antioxidant defenses, such as the enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and glutathione peroxidase (GPx), are not able to neutralize the reactive species efficiently
(Halliwell et a., 2007). As consequences, cellular proteins, lipids and DNA may be damaged

(Cochrane et al., 1991).




Finally, several studies have demonstrated that oxytocin is implicated with the
neurohormonal mediation of certain behaviors (Consiglio & Lucion, 1996; Nelson &
Panksepp, 1998; Pedersen, 1997; van Leengoed et al., 1987). Physiological evidences support
the correlation between oxytocin and well-being, and administration of oxytocin is related
with lower immobility time in the forced swimming test and diminished anxiety-like behavior
observed in the elevated plus-maze (review in: Consiglio, 20006).

In the present study, we aimed to further analyse the effects of maternal separation in
rats on different parameters including hippocampal Na", K"-ATPase activity, NO production,
free radical production and antioxidant enzymes activities. We also evaluated cerebralspinal

fluid oxytocin, and plasma corticosterone, in addition to the forced swimming test.

2. Material and Methods
Animals: Pregnant Wistar rats randomly selected were bred in the Department of
Biochemistry of Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil. Animals were housed
alone in home cages made of Plexiglas (65 x 25 x 15 cm) with the floor covered with sawdust
and were maintained in a controlled environment until parturition: lights on between 07:00h
and 19:00h, temperature of 22 + 2°C, cage cleaning once a week, food and water provided.
All litters were culled to eight pups within 24 h after birth and were maintained intact unless
for maternal separation procedures, which were carried out between 10:00h and 14:00h.
Weaning was on postnatal day 21. Rats had free access to food (standard lab rat chow) and
water.

All animal treatments were approved by the Institutional Ethical Committee and
followed the recommendations of the International Council for Laboratory Animal Science

(ICLAS).




Maternal separation procedures: The day of birth was considered as day 0. Maternal
separation was carried out daily during days 1-10 of life, after which pups were left
undisturbed until the 21 day of life.

Brief maternal separation (n=16): Cages were taken to another room and pups were removed
from their home cage and placed into a clean cage lined with clean paper towel, inside an
incubator at 32°C next to the dam’s cage. After 10 minutes, pups were returned to their dams.
Prolonged maternal separation (n=16): Procedures were the same as for brief maternal
separation, but pups remained in the incubator during 3 h. After 3 h, pups were returned to
their dams.

Non-handled group (n=16): Pups were left undisturbed with the dam until weaning.

It was stated on the cage that these animals should not be touched, not even for cage
cleaning. Dirty sawdust was carefully removed from one side of the cage, without disturbing
the dam and the nest, and replaced by clean sawdust at that side by the principal researcher.
Different animals were used in the different evaluations: 24 animals (8/group) were used for
behavioral measurements, cerebral spinal fluid oxytocin, plasma corticosterone and
hippocampal Na“,K"-ATPase evaluations, and olther set of 24 animals were used to oxidative
stress measurements. Weaning was on postnatal day 21, and maternal cerebral spinal fluid
collection was made on this day. Rats were transported to another room and anesthetized with
120 mg/kg ketamine HCl (Dopalen: Agribrands, Campinas, SP, Brazil) and 16 mg/kg
xylazine (Anasedan: Agribrands, Campinas, SP, Brazil). Cerebral spinal fluid samples were

obtained by magna cistern puncture and stored at —70°C for oxytocin measurement.

The forced swimming test: In this test, the animals are subjected to two trials during which
they are forced to swim in a cylinder filled with water, and from which they cannot escape.
The time that the test animal spends without moving in the second trial is measured. The

classic interpretation is that immobility in the second test is a behavioural correlate of




negative mood (a depressive state). Therefore, three days after weaning, the dams were placed
individually in a cylindrical apparatus measuring 20 cm in diameter and containing 30 cm of
water at 23-24°C. A different set of animals were subjected to this test on day 35" post-
partum, when the biochemical studies were performed. The animals were subjected to the
procedure of swimming for 15 minutes on the first day and for 5 minutes on the second day
(test). At the end of each swimming session, the animals were dried using towels. The time of
immobility - the period that the animal was floating, with the nose on the surface of the water
and making only slight movements with the front paws or the tail to not submerge was

measured on the test day (Hargreaves et al., 2005; Porsolt et al., 1977; Porsolt et al., 1978).

Exposure to the open field  : A 50-cm high, 40 x 60-cm open field made of wood with a
frontal glass wall was used (Silveira et al., 2005). The floor was subdivided with white lines
into 12 equal 13.3-by 15.0-cm rectangles. A different group of animals (including genitors
from non-handled, brief- and prolonged maternal separation groups) were submitted to this
task seven days after weaning, and were gently placed facing the left corner and allowed to
explore the arena for 30 min. The distance traveled was counted and used as a measure of
exploratory behavior.

Biochemical measurements: Two weeks after weaning, animals were sacrificed between
13:00 and 16:00 hours, the brain was rapidly removed, and the hippocampus was dissected
and stored at -70°C until analysis. Trunk blood was collected into heparinized tubes,
centrifuged at 4°C at 3,000 g, and plasma separated and stored at -20°C until analysis. All
animals were sacrificed within this interval of time in a random order considering groups.
Oxytocin content: Oxytocin was measured in cerebral spinal fluid by ELISA, using a
commercial kit (ELISA kit for immunoassay of oxytocin produced by Assay designs, Ann

Arbor, USA).




Plasma corticosterone determination: Plasma was extracted with ethyl acetate, and the extract
evaporated and dissolved for the hormone evaluation with an ELISA kit (Cayman Chemical
Co., Ann Arbor, MI, USA).

Preparation of synaptic plasma membrane from hippocampus: Synaptic plasma membranes
were prepared according to the method of Jones and Matus (1974), with some modifications
(Wyse et al., 2000), to evaluate Na',K -ATPase activity. The hippocampus was homogenized
in 10 volumes of a 0.32-M sucrose solution containing 5 mM HEPES and 1 mM EDTA. The
homogenate was centrifuged at 1000 g for 20 min and the supernatant removed and
centrifuged at 12000 g for a further 20 min. The pellet was then resuspended in hypotonic
buffer (5.0 mM Tris-HCI buffer, pH 8.1), incubated at 0°C for 30 min, and applied on a
discontinuous sucrose density gradient consisting of successive layers of 0.3, 0.8, and 1.0 M.
After centrifugation at 69,000 g for 2 h, the fraction at the 0.8—1.0 M sucrose interface was
taken as the membrane enzyme preparation.

Na*,K"-ATPase activity assay: The reaction mixture for the Na",K'-ATPase assay contained
5.0 mM MgCl,, 80.0 mM NaCl, 20.0 mM KCIl, and 40.0 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, in a
final volume of 200 pl. The reaction was started by the addition of ATP (disodium salt,
vanadium free) to a final concentration of 3.0 mM. Control was assayed under the same
conditions with the addition of 1.0 mM ouabain. Na",K -ATPase activity was calculated by
the difference between the two assays (Tsakiris & Deliconstantinos, 1984; Wyse et al., 2000).
Released inorganic phosphate (Pi) was measured by the method of Chan et al. (1986).
Enzyme-specific activities were expressed as nmol Pi released per minute per milligram of
protein. Protein was measured by the method of Bradford (1976) with bovine serum albumin
used as standard. All assays were performed in duplicate, and the mean was used for
statistical analysis.

Measurements of antioxidant enzymes activities and NO evaluation:




For determination of antioxidant enzymes activities and for nitric oxide evaluation,
the hippocampus was homogenized in 10 vol (w:v) ice-cold 50 mM potassium phosphate
buffer (pH 7.4), containing 1 mM EDTA. The homogenate was centrifuged at 4,000 rpm for
10 min at 4°C and the supernatant was used. The total protein concentrations were determined
using the method described by Lowry et al. (1951) with bovine serum albumin as the
standard.

Free Radical Content: To assess the free radicals content we used 2’-7’-
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as a probe. This method does not determine
the presence of specific free radicals, because dichlorofluorescein (DCFH) may be oxidized
by several reactive intermediates (15). An aliquot of the sample was incubated with
DCFH-DA (100 uM) at 37°C for 30 min. The reaction was terminated by chilling the
reaction mixture in ice. The formation of the oxidized fluorescent derivative (DCF)
was monitored at excitation and emission wavelengths of 488 and 525 nm,
respectively, using a fluorescence spectrophotometer (Hitachi F-2000). The free radicals
content was quantified using a DCF standard curve and results were expressed as pmol
of DCF formed/mg protein. All procedures were performed in the dark, and blanks
containing DCFH-DA (no homogenate) were processed for measurement of
autofluorescence.

Nitric Oxide Production: Nitric oxide production was determined by measuring its
metabolites nitrate (NO™) and nitrite (NO%), according to Miranda et al (2001). The principle
of this assay is the reduction of nitrate by vanadium (III) combined with detection by the
acidic Griess reaction. The resulting pink-stained pigment was determined in a
spectrophotometer at 540 nm. A calibration curve was performed using sodium nitrite (0.2 —

4.0 nmol). Nitric oxide production values were calculated as nmol nitrite/mg protein.




Superoxide Dismutase Activity: Superoxide dismutase activity was determined using a
RANSOD kit (Randox Labs., USA) which is based on the procedure described by Delmas-
Beauvieux et al. (1995). This method employs xanthine and xanthine oxidase to generate
superoxide radicals that react with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium
chloride to form a formazan dye that is assayed spectrophotometrically at 492 nm at 37°C.
The inhibition in production of the chromogen is proportional to the activity of SOD present
in the sample.

Glutathione Peroxidase Activity: Glutathione peroxidase activity was determined according to
Wendel (1981), with modifications. The reaction was carried out at 37°C in 200 pL of
solution containing 20 mM potassium phosphate buffer (pH 7.7), 1.1 mM EDTA, 0.44 mM
sodium azide, 0.5 mM NADPH, 2 mM glutathione and 0.4 U glutathione reductase. The
activity of GPx was measured taking tert-butylhydroperoxide as the substrate at 340 nm. The
contribution of spontaneous NADPH oxidation was always subtracted from the overall
reaction ratio. GPx activity was expressed as nmol NADPH oxidized per minute per mg
protein.

Catalase Activity: Catalase is an enzyme that degrades hydrogen peroxide (H»0,), and its
activity assessment is based wupon establishing the rate of H,O, degradation
spectrophotometrically at 240 nm at 25°C (Aebi, 1984). CAT activity was calculated in terms
of micromol of H,O, consumed per minute per mg of protein, using a molar extinction
coefficient of 43.6 M'em™.

Statistical analysis: Data were expressed as mean + standard error of the mean, and were
analyzed by one-way ANOVA, followed by the Duncan multiple range test when the F test
was significant. The significance level was accepted as different when the P value was equal
or less than 0.05. Sample size varies in each experiment and is shown individually in the

Results section.




3. Results

The forced swim test was used to evaluate depressive-like behavior, measuring
immobility time on the test day. A one-way ANOVA showed significant differences between
the groups [F (2,18)=3.908; p < 0.05], since dams separated from their pups for 3h/day
showed higher immobility than dams subjected to shorter periods of separation or controls
(Duncan’s Post-Hoc, p < 0.05; Results shown in Figure 1). A different set of animals from 3 h
maternal separated and control groups were evaluated on the 35" day post-partum, to verify if
the effect was maintained. This time was chosen because it was the time when biochemical
evaluations were performed. Separated genitors kept showing higher immobility time when
compared to control group [mean + SEM (s): control, 193.8 + 14.8; 3h separated, 247.8 + 7.2;

Student’s t test, t(10) = 3.6; P < 0.01].

Other animals from these groups were subjected to the open field to evaluate motor
activity. A one-way ANOVA showed no significant differences between the groups [F

(2,16)=0.246; p =0.780] (data not shown).

Biochemical measurements were done on the 35° day post-partum. Plasma
corticosterone showed no significant difference between the groups, although there was a
non-significant increase in the 3h-separation group [ANOVA, F (2,13)=0.920; p > 0.05;
Results are displayed in Figure 2A). As shown in Figure 2B, significant differences were
observed in cerebral spinal fluid oxytocin [F (2,28)=4.519; p < 0.05], which were increased in
the dams of the 10 min separation group in comparison to the dams of the 3h separation and
the control group [Duncan’s Post-Hoc, p <0.05].

One-way ANOVA showed a significant difference in hippocampal Na'K'ATPase

activity [F (2,12)= 7.737; p < 0.01], due to a decreased activity in the hippocampus of the




dams separated from their offspring for either 10 min or 3h in relation to the control group
[Duncan’s Post-Hoc test; p < 0.05; Results are shown in Figure 3).

Antioxidant enzymes activities and reactive species production in hippocampus from
these animals were also evaluated. As displayed in Table 1, no diference was found in the
activity of the antioxidant enzymes CAT [ANOVA, F (2,21) = 1.48; p > 0.05], GPx
[ANOVA, F (2,21) = 0.71; p > 0.05] and SOD [ANOVA, F (2,20) = 0.47; p > 0.05], neither
in the production of free radicals, measured by the DCF test [ANOVA, F (2,14) = 0.16; p >
0.05; Figure 4]. As shown in Fig 5, significant differences were observed in NO levels
[ANOVA, F (2,17) = 5.75; p < 0.05], which were diminished in the dams of the 3h separation

group in comparison to the other groups.

4. Discussion

This work intented to verify if long and/or brief repeated separation from the pups in
the neonatal period may trigger the behavior characteristics associated with depressive in the
dams, and to correlate, at the neurochemical level, changes in behavior with neurobiological
modifications. We observed that repeated 3h separation increased immobility during the
forced swimming test in dams. Cerebral spinal fluid oxytocin levels were increased at
weaning only in the dams of the 10 min separation group. Hippocampal Na'K ATPase
activity was decreased in both separation groups, at least until 14 days postpartum.
Additionally, NO levels were diminished in the dams of the 3h separation group in
comparison to the other groups.

The increased immobility in the forced swim test has been considered as suggestive of
a depressive-like state (Cryan et al., 2002; Porsolt et al., 1979), or at least it is considered to

indicate stress vulnerability. The genitors whose offspring were subjected to repeated




handling (10 min) showed no differences in the immobility time in this test compared to
controls. This result is consistent with the findings of Boccia et al. (2007), who also found
increased immobility time in dams subjected to long separation from their pups. The
separation from the pups seems to be a good approach to modeling depressive states in
rodents (Boccia et al. 2007; Newport et al., 2002).

In order to study in this model biochemical markers which have been related to
depressive-like state, we demonstrated that the hippocampal activity of Na", K -ATPase was
decreased in both groups subjected to separation from the pups (either 10 min or 3 h). These
measurementes were made two weeks post-partum and not soon after behavioral testing, since
it has been shown that exposure to situations involving stress reduce Na',K'-ATPase activity
in hippocampus, an effect that lasts for some hours and is not present in the following days
(Wyse et al., 2004). Several studies show that the reduced activity of the enzyme Na',K'-
ATPase is an important feature of depression (Acker et al., 2009; El-Mallakh & Li, 1993; El-
Mallakh & Wyatt, 1995), and the reduction in this enzyme activity in hippocampus has been
observed in other animal models of depression (de Vasconcellos et al., 2005, Gamaro et al.,
2003, Goldstein et al., 2006). Besides, treatment with antidepressives such as fluoxetine
(Zanatta et al., 2001) and desipramine (Viola & Rodriguez de Lores Arnaiz, 2007) has been
reported to enhance Na',K'-ATPase activity in rat brain. This result further supports maternal
separation for long periods as a model of depression. However, the reduced activity of
Na',K'-ATPase in hippocampal synaptic membranes does not appear to be a specific
characteristic of depressive states, since the 10 min separated group, which did not show any
behavioral sign of depression, had also a reduced activity of this enzyme, similar to the dams
separated for 3h. We cannot exclude, however, a higher susceptibility to a depressive state in

this group of animals, not detected in the behavioral test used.




An extensive literature has shown that prolonged exposure to stressful situations may
cause adverse effects in the hippocampus of rodents, including neuronal atrophy, possibly
decreasing the number of synapses in the hippocampus (Duman & Monteggia 2006; Schmidt
et al., 2007). In patients with depression, morphological alterations, such as volumetric
reductions, have been verified in hippocampus (Chen et al., 2010; Lorenzetti et al, 2009).
Therefore, it is possible that the exposure to stress represented by separation from their pups
could lead to atrophy, which could be related to the decreased activity of Na',K'-ATPase
observed in depression (de Vasconcellos et al., 2005). However, in this study we did not
observe altered corticosterone levels in the separated group, which would be an evidence of
increased stress. Another possibility to explain the decreased Na’, K'-ATPase involves the
redox status of the cell, since this enzyme activity has been reported to be reduced in
oxidative stress situations (Morel et al., 1998; Petrushanko et al., 2006; Streck et al., 2001;
Wilhelm et al., 2009). We observed no effects on antioxidant enzymes activities or on free
radicals production when measured by the DCF test. Therefore, it is unlike that oxidative
imbalance could explain the reduced activity of Na', K'-ATPase observed in both models of
maternal separation. On the other hand, synaptosomal membrane Na',K'-ATPase activity is
known to be stimulated by levels of neurotransmitters such as catecholamines (Rodriguez de
Lores Arnaiz, 1992) as well serotonin (Rodriguez de Lores Arnaiz & Yamauchi, 1995), and
these systems may be altered in depressive states.

In the present study, increased plasma corticosterone levels were expected in the dams of the
3h separation group, but these levels were not significantly different from the control group.
On the other hand, the levels of glucocorticoids regarding depression syndrome are very
diverse, as shown by several studies that show increased cortisol (Charlton & Ferrier, 1989;

Pariante et al., 1995; Wolkowitz et al., 2009) or no difference in this hormone levels in




depressed pacients (Kling et al., 1991; Kling et al., 1993; Molchan et al., 1993; Pitts et al.,

1995).

It has been shown that oxidative stress can be associated with the pathophysiology of
depression (Andreazza et al., 2010; Kodydkova et al., 2009; Rezin et al., 2009). Our results
showed that different maternal separation in the postnatal period appear to not affect the
antioxidant enzymes activities or free radicals production in the hippocampus. This does not
mean absence of oxidative stress, since other parameters may have been altered, such as
damage to lipids or proteins, in this or other brain structures. Additionally, since the
interventions used to induce these alterations (maternal separation) were applied during the
first 10 days postpartum, and biochemical evaluations were done at 35 days postpartum, it is
possible that previous alterations in free radicals productions could have returned to normal
levels and other studies are warranted to evaluate this possibility.

Oxytocin is released in several regions of the brain, such as the paraventricular nucleus
(PVN) and supraoptic nuclei (SON) of the hypothalamus, particularly by magnocellular
neurons (Wotjak et al., 2001). Several studies have shown that oxytocin is involved in the
mediation of maternal behavior (Kendrick, 2000; van Leengoed et al., 1987). The
manipulation or any other type of stimulation of the animal in the neonatal period causes a
disturbance of the dam-pups relationship. It has been reported that dams separated from their
pups for brief periods increase their maternal behavior, especially pup-licking, while dams
separated for long periods (3 to 6 h) decrease their maternal behavior (Boccia & Pedersen,
2001; Lovic et al., 2001) or show similar increase in active maternal care (Macri et al., 2008).
It was also reported that higher rates of maternal care, i.e., number of pup-licking, are
accompanied by an increase in oxytocin receptors in various areas of the brain (Champagne &
Meaney, 2001), as well as increased oxytocinergic projections (Shahrokh et al., 2010). In the

present study, higher levels of oxytocin were observed in the cerebral spinal fluid of animals




subjected to brief periods of separation from their pups, which is consistent with the data
reported above. Dams of the separated group did not show difference in cerebral spinal fluid
oxytocin. It is important to note that the increase was observed at weaning (on postpartum day
21), showing that this effect remains even after a reasonable time has been elapsed after the
period of the neonatal manipulation, which occurred only in the first 10 days after birth. It is
also possible that this increased oxytocin in dams that had their pups briefly separated could
act as a factor protecting these animals from a depressive-like behavior, since administration
of oxytocin is possibly related to the relief of depressive symptoms and diminished anxiety-
like behavior (Consiglio, 2006).

The decrease in the nitric oxide production observed in the 3h separated group in this
study could also be due to an atrophy of hipocampal nitric oxide producing neurons
(Palumbo et al., 2007). A decrease in the NO levels could diminish neural activity and
synaptic plasticity in the hippocampus, which is believed to be mediated by NO (Hua et al.,
2008). This could lead to cognitive impairments such as learning and memory disabilities
(Law et al., 2002; Palumbo et al., 2007), other features of the depressive syndrome. As
mentioned earlier, distinct effects have been reported concerning NO and depression. A
variety of studies suggests an involvement of nitric oxide synthase in the pathophysiological
mechanism of stress-associated depression-like behavior (Joca & Guimaraes, 2006; Wang et
al., 2008; Zhou et al., 2007), while some antidepressants reduce NO production (Ikenouchi-
Sugita et al., 2009). However, it has also been shown that administration of NOS inhibitors
N(omega)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) leads to increases in the animals'
depression (Khovryakov et al., 2010), and accordingly, exogenous NO (through a NO donnor)
benefits chronic stress-induced depression by stimulating hippocampal neurogenesis (Hua et
al., 2008). Therefore, it is possible that the reduced NO production observed in the long-term

separated group may be implied in the depressive-like behavior observed.




In conclusion, our results show that the maternal separation (by removing the pups
from mothers 3h/dia for 10 days) during the neonatal period may trigger a depressive-like
behavior in dams, at least in these animals. This conclusion is supported by an increased
immobility time in the forced swimming test and the decreased nitric oxide levels and of
Na' K'-ATPase activity and in the hippocampus, although the reduced activity of this enzyme
was not especific to the 3h separated group. In the group subjected to brief periods of
separation (removing them from the mother 10 min/dia for 10 days) there was an increase in
cerebral spinal fluid oxytocin, an effect that may be related to the increase in maternal care
reported in the literature for this type of neonatal intervention. Therefore, it is possible that the
important point here is the combinations of factors. In this sense, while both interventions
(brief and long separation from the pups) reduce Na+, K+-ATPase activity, which would be
related to a depressive state, the fact that the brief separated group showed increased oxytocin
levels could be a protective factor, since oxytocin has been related with well-being and lower
immobility time in the forced swimming test (Shahrokh et al., 2010; Consiglio, 2006).
Additionally, besides these factors that we evaluated, other factors could be playing a part.
The depressive effects demonstrated in this study can be of use to the development of a model

to study the consequences of depression in the postpartum period.
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Table 1

Evaluation of the antioxidant enzymes activities in hippocampus of dams subjected to brief
(10 min) or long (3 h) separation from their pups during the neonatal period, in relation to the
control group. Data are expressed as mean + S.E.M. of SOD (U/mg protein), GPx (nmol

NADPH oxidized/min/mg protein), and CAT (umol H,O, transformed/min/mg protein)

activities. N = 8/group.

Antioxidant enzyme | Control Separated 10 min Separated 3 h
SOD 3.87+0.67 4.70 + 0.86 3.56 +0.75
GPx 0.60 +0.11 0.72 +0.12 0.48 +0.16
CAT 2.26+0.73 3.72+0.73 1.84 +0.82

A one-way ANOVA showed no differences between groups.




Legends to Figures

Figure 1. Immobility time in the forced swimming test, in dams separated 10 min or 3h daily
from their pups during the neonatal period, in relation to the control group. There was a
significant effect of the neonatal intervention (One-way ANOVA, p <0.05). N = 5-8 animals
per group.

* Significant difference in comparison to control and separated 10 min groups (Duncan’s

Post-Hoc test, p < 0.05).

Figure 2. Plasma corticosterone and cerebral spinal fluid oxytocin in dams separated 10
min or 3 h daily from their pups during the neonatal period, in relation to the control group.
A. Plasma corticosterone. There was no significant difference between the groups
(ANOVA, p>0.05). N=4-7 animals per group. B. cerebral spinal fluid oxytocin. There was
a significant effect of the neonatal intervention (One-way ANOVA, p <0.05). N = 4-6

animals per group.

* Significant difference compared to control and separated 3 h groups (Duncan’s Post-Hoc

test, p <0.05).

Figure 3. Na'K'-ATPase activity in hippocampal synaptic membranes from dams
separated 10 min or 3 h daily from their pups during the neonatal period, in relation to the
control group. There was a significant effect of the neonatal intervention (One-way

ANOVA, p <0.05). N = 4-6 animals per group.

* Significant difference compared to the control group (Duncan’s Post-Hoc test, p <0.05).




Figure 4. Levels of reactive species and NO production in hippocampus from dams
separated 10 min or 3h daily from their pups during the neonatal period, in relation to the
control group. A. Reactive species levels, measured through the DCF test. There was a
significant effect of the neonatal intervention (One-way ANOVA, p <0.05). N = 5-8

animals per group.

* Significant difference compared to control and separated 10 min groups (Duncan’s Post-

Hoc test, p <0.05).
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Capitulo 2: Resultados relacionados aos objetivos 4, 5, 6, 7

Em adigdo aos resultados apresentados no artigo exposto acima foram realizados mais
experimentos com o objetivo de melhor entender os efeitos sobre as genitoras de diferentes
separagdes maternas das maes de seus filhotes no periodo neonatal. Realizamos os seguintes
experimentos: avaliagdo do comportamento de risco através do teste do odor de predador e do
teste do labirinto em cruz elevado, resposta hedonica frente a um sabor prazeroso e a um
sabor aversivo, comportamento alimentar e avaliagdo da quantidade de receptores A2A e D2

no hipocampo e no estriado através de imunoistoquimica.

MATERIAIS E METODOS

Os animais foram submetidos ao mesmo protocolo de separagdo materna apresentado no
artigo previamente exposto nessa dissertacdo. Os testes comportamentais foram realizados a

partir do dia 33 pos-parto.

MEDIDAS COMPORTAMENTAIS
Teste do odor de predador:

Esta tarefa foi realizada em um aparato dividido em dois compartimentos, ambos com
50 cm de altura: um maior (40 cm x 30 cm) onde ficava localizado o pano com odor de
predador ¢ um compartimento menor (20 cm x 30 cm), chamado de caixa-esconderijo.
Conectando os dois compartimentos da camara, encontra-se uma porta de 4 cm por 5 cm,
suficiente para o transito do rato entre os compartimentos mas que nao permitiria a entrada de
um predador, por exemplo, um gato.

O experimento foi divido em trés exposi¢des, realizadas em trés dias consecutivos. No

1° dia, chamado de habituagdo, o animal era colocado inicialmente no lado chamado de caixa-




esconderijo e neste dia o animal tinha 10 minutos para explorar todo o aparato. Era medido o
tempo que o animal permanecia no compartimento da caixa-esconderijo, o tempo que
permanecia no lado onde havia um pano sem o odor de predador (neutro) e o tempo que o
animal permanecia na posi¢do de avaliagdo de risco (o animal estende seu corpo pela porta
com o objetivo de explorar o ambiente).

No 2° dia, o animal era novamente colocado no compartimento da caixa esconderijo,
sO que desta vez o outro compartimento continha o pano com o odor de predador. Esse pano
era obtido deixando ele em contato com um gato no seu local de dormir por 2 dias antes do
teste. Neste dia da tarefa o roedor também permanecia por 10 minutos e os mesmos
parametros do primeiro dia eram avaliados.

No 3° dia, o animal era novamente colocado no compartimento caixa-esconderijo,
sendo que o outro compartimento agora tinha novamente um pano sem o odor do predador
(neutro), € os mesmos parametros foram avaliados também em 10 minutos (Dielemberg et al.,

1999).

Os dias do experimento foram realizados com um espaco de 24 horas entre cada um e

nos trés dias os comportamentos foram filmados para posterior avaliagdo.
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Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado foi conduzido utilizando um aparato padrio,
mantido a 53 ¢cm do chao, consistindo de 4 bragos arranjados na forma de uma cruz (medidas
dos bragos 48 x 10 cm). Os quatro bragos eram unidos no centro por uma plataforma
quadrada de 10 cm. Dois dos bragos, opostos um ao outro, ndo possuiam paredes (bracos
abertos); os outros dois bragos (bracos fechados) tinham paredes de 50 cm de altura. Esse
teste pode ser utilizado para avaliar comportamento de risco, baseado no fato de que a
exposicdo a um brago aberto e elevado pode ser considerado mais ameacador para o animal,
expondo ele a mais riscos como predadores (Cortese et al., 2009; Lofgren et al., 2009). Os
animais eram colocados individualmente no centro do aparato, na jun¢do entre os bracos
abertos e fechados, de frente para um dos bragos abertos, e seu desempenho era avaliado
durante 5 minutos. Era considerado que o rato havia entrado um brago somente quanto todas
as quatro patas estavam dentro desse braco. Foram monitorados numero de entradas nos
bracos abertos, nos bragos fechados e o tempo total que os animais passaram dentro de cada

brago.

Comportamento alimentar

Os animais eram colocados em um caixa retangular iluminada (40 cm x 15 cm x 20
cm) com o chdo e as paredes feitas de madeira e um teto de vidro semitransparente. Dez
rosquinhas de Froot loops (Kellogg’s®) de amido de milho, trigo e sacarose (3,4 kcal/g) eram
colocadas em uma extremidade da caixa. Cada animal era submetido a uma habituagdo de 3
minutos por dia em cinco dias subsequentes, com restricdo alimentar (recebendo 80% da sua
ingestao habitual de racdo). Etanol 90% era usado para limpar o aparato e minimizar o odor

entre cada animal testado ou habituado. Apos serem habituados, os animais eram deixados




com comida ad libitum por 24 horas, e entdo colocados no mesmo aparato para uma sessao de
teste de 3 minutos, quando o nimero de rosquinhas era contado (Gamaro et al., 2003; Silveira
et al., 2006). Um protocolo foi estabelecido para que quando os animais tivessem comido
parte de um Froot loop (ex.: 1/3 ou %), essa fracdo fosse considerada. Para eliminar o viés

interobservador, a contagem foi feita sempre pelo mesmo pesquisador.

Avaliacao da reatividade ao sabor

Os animais eram submetidos a 5 dias de sessdes de treino, nos quais eles eram segurados
gentilmente e 100 microlitros de dgua eram administrados diretamente na boca, utilizando
uma micropipeta automatica (para habitua-los ao procedimento que seria usado no dia do
teste). No dia do teste, os animais recebiam, em diferentes momentos, solugdes com duas
diferentes concentracdes de sacarose (0,1 e 1M) e duas concentragdes de acido acetic (0,5 e
5%). Apds a administragdo das solugdes, o comportamento dos animais era filmado durante 1
minuto para posterior analise. As diferentes concentragdes eram administradas com um
interval de 30 minutos entre uma e outra.

Analise dos videos. Os padroes de reagdes afetivas eram contados quadro a quadro (1
segundo equivale a 30 quadros). Reagdes heddnicas positivas incluiam protusdes ritmicas de

lingua, enquanto reagdes negativas incluiam protusdes de dente e bocejos.
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Figura 6: Ilustracao de reagdes afetivas e nucleos cerebrais relacionados (retirado de Berridge,

2009).

MEDIDAS BIOQUIMICAS
Imunoistoquimica

Apobs o término das medidas comportamentais (35 dias pés parto) os animais eram
anestesiados com uma overdose de hidrato de cloral (1g por kg de peso corporal,
intraperitonealmente) e perfundidos através de ventriculo esquerdo com solucdo salina
seguida de uma solugdo de paraformolaldeido (PFA) a 4%. Os cérebros eram retirados da
caixa craniana e armazenados na mesma solugdo. Os cérebros eram criopreservados com uma
solu¢do de sacarose (30%) e fatiados coronariamente em um criostato (Leica) em fatias de 40
um de espessura.

Fatias contendo hipocampo e estriado dorsolateral (3-6 por grupo) foram marcadas
com anticorpos anti-receptor A2A (Upstate) e anti-receptor D2 (Millipore). Os anticorpos
secundarios utilizados foram anticorpo anti IgG de coelho produzido em cabra Alexa Fluor
488 e anticorpo anti IgG de camundongo produzido em cabra Alexa Fluor 568 (1:500,
Invitrogen). Resumidamente, as fatias eram fixadas em PFA 4%, lavadas com tampao fosfato
salino (PBS), permeabilizadas com triton 0,4% por 10 minutos, e apds, bloqueadas por 30
minutos com soro de cabra (GS) 5% (Sigma-Aldrich) em PBS com 0,4% Triton-X (PBS-Tx)
em temperatura ambiente. A seguir, as fatias eram incubadas por 16 horas com o anticorpo
primario a 4°C com PBS-Tx e GS 5%. Apos essa incubagdo, as fatias eram lavadas com PBS
e incubadas com o anticorpo secundario fluorescente por 1 h em temperatura ambiente em
uma camara escura. Depois as fatias eram lavadas com PBS, era adicionado o meio de

montagem fluoromounting (Sigma-Aldrich), cobertos com uma laminula e apds a secagem




eram seladas utilizando esmalte de unha incolor. Foi utilizado um microscépio invertido de
fluorescéncia (Olympus FV1000), utilizando os filtros para GFP ¢ MCherry. Trés areas
aleatorias por regido de interesse (300 um?) (hipocampo e estriado dorsolateral) foram
escolhidas por animal e a fluorescéncia quantificada utilizando o programa Cell M

(Olympus).

Os dados foram analisados por teste t, ANOVA de 1 via ou ANOVA de medidas repetidas,

conforme o experimento, utilizando post hoc de Duncan quando apropriado.




Resultados

Avaliacdo do comportamento dos animais no teste de reatividade ao sabor

Esta tarefa foi utilizada como uma ferramenta para avaliar o comportamento dos animais
frente a um sabor palatdvel, medindo-se a frequéncia do numero de protrusdes de lingua
durante 1 minuto. Foram observadas diferengas significativas conforme o estresse neonatal
aplicado, indicando que as maes que tiveram seus filhotes separados por 3h no periodo
neonatal apresentarm uma diminuicdo nas protrusdes de lingua tanto na concentra¢ao 0,1M
[F(2,23) =10,7; p <0,01], quanto na concentragcdo 1M [F(2,23) = 10; p <0,01], enquanto que
as mades que tiveram seus filhotes separados por 10 minutos apresentarm diminui¢do no
nimero de protrusdes de lingua somente na solu¢do de maior concentracao (1M) (Post-Hoc

de Duncan). Os resultados sdo mostrados na Figura 7.
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Figura 7: Efeitos de diferentes tempos de separagdo materna sobre a resposta hedonica nas
genitoras no dia pds-parto 34 (protrusdes de lingua — frequéncia [nimero de quadros/min]). *

diferente do controle, p < 0,05, post hoc de Duncan. n = 6-13 animais por grupo.




Além da frequéncia de protrusdes de lingua, também foi analisado o tempo total que os
animais passaram realizando tal comportamento. Foram observadas diferengas significativas
conforme o estresse neonatal aplicado, indicando que as maes que tiveram seus filhotes
separados por 3h no periodo neonatal apresentarm uma diminui¢do no tempo total de
protrusdes de lingua, tanto na concentracdo 0,1M [F(2,23) = 5,8; p < 0,01], quanto na
concentragdo 1M [F(2,23) = 6,4; p < 0,01], enquanto que as maes que tiveram seus filhotes
separados por 10 minutos apresentaram diminui¢do no tempo total de protrusdes de lingua
somente na solucdo de maior concentragdao (1M) [F(2,23) = 6,4; p < 0,01]. Esses resultados,
quando analisados em conjunto demonstram que as maes submetidas a separagdes repetidas
de seus filhotes no periodo neonatal apresentam uma diminui¢do na reatividade ao sabor doce,
sendo essa diminuicdo mais pronunciada em animais que sofreram separagdes por periodos

maiores. Os resultados sdo mostrados na Figura 8
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Figura 8. Efeitos de diferentes tempos de separacdo materna sobre a resposta hedonica em
genitoras no dia 34 pds parto (protrusdes de lingua - tempo). * diferente do controle, p < 0.05,

post hoc de Duncan. n = 6-13 animais por grupo.




Esta tarefa também foi utilizada como uma ferramenta para avaliar o comportamento dos
animais frente a um sabor aversivo, medindo-se a frequéncia de mostrar os dentes durante 1
minuto. Foram observadas diferengas significativas conforme o estresse neonatal aplicado,
indicando que as maes que tiveram seus filhotes separados por 10 min e 3h no periodo
neonatal apresentaram um aumento na frequéncia deste comportamento quando utilizada a
concentragdo de 5% de acido acético [F (2,23) = 5,85, p < 0,01]. Por outro lado, as maes que
tiveram seus filhotes separados por 10 minutos apresentaram uma diminui¢cdo nessa
frequéncia na concentragdo 0,5% [F (2,23) = 3,53, p < 0,05, Post-Hoc de Duncan]. Os

resultados sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9. Efeitos de diferentes tempos de separacdo materna sobre a resposta aversiva em
genitoras no dia 34 pds parto (frequéncia para o comportamento de mostrar os dentes). *

diferente do controle, p < 0.05, post hoc de Duncan. n = 6-13 animais por grupo.

Além da frequéncia, também foi analisado o tempo total que os animais passavam realizando
esse comportamento. Foram observadas diferencas significativas conforme o estresse neonatal
aplicado, indicando que as maes que tiveram seus filhotes separados por 10 min e 3h no

periodo neonatal apresentaram um aumento no tempo total do comportamento de mostrar os




dentes, quando utilizada a concentragdo de 5% de acido acético [F (2,23) = 6,10, p < 0,01].
Por outro lado, as maes que tiveram seus filhotes separados por 10 minutos apresentaram uma
diminui¢do no tempo total para esse comportamento quando usada a concentragdo 0,5% [F
(2,23) = 4,09, p < 0,05, Post-Hoc de Duncan]. Esses dados, quando analisados em conjunto
demonstram que as separagdes repetidas de seus filhotes no periodo neonatal afetam a

responsividade a sabores aversivos nas maes. Os resultados sdo mostrados na Figura 10.
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Figura 10. Efeitos de diferentes tempos de separacdo materna sobre a resposta aversiva em
genitoras no dia 34 pos parto (tempo mostrando os dentes). * diferente do controle, p < 0.05,

post hoc de Duncan. n = 6-13 animais por grupo.

Avaliacao do comportamento dos animais no teste do odor de predador

Essa tarefa foi desenvolvida para avaliar o comportamento de risco dos animais. Foi
observado que os animais passaram mais tempo no local abrigado longe do pano quando o
pano apresentava odor de predador [F(1,21) = 23,7, p < 0,01]. Também observamos que

houve uma interagdo entre grupo e odor [F (2,21) = 12,17, p < 0,01] no qual a presenca do




odor gerou um grande aumento no tempo no local abrigado no grupo controle, um aumento
menor no grupo submetido a separacdes de 10 min e ndo houve aumento no grupo separado

por 3 horas. Resultados mostrados na figura 11.
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Figura 11. Efeitos de diferentes tempos de separacdo materna sobre o tempo no
compartimento protegido na tarefa do odor de predador. * diferente do controle, p < 0.05, #

interagdo entre dia e grupo, post hoc de Duncan. n = 8-11 animais por grupo.

Foi avaliado também o tempo que o animal passou na proximidade do pano. Foi observado
que os animais diminuiram o tempo gasto préximos ao pano com odor de predador [F (1,21)
= 32,6, p < 0,01], e também observamos uma interagdo entre grupos x presenca de odor de
predador [F (2,21) = 7,88, p < 0,01], uma vez que as ratas que sofreram separacdo de seus
filhotes no periodo neonatal por 3 h ndo mostraram diminui¢do no tempo no pano com odor

de predador como ocorreu com os demais grupos. Os resultados sao mostrados na figura 12.
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Figura 12. Efeitos de diferentes tempos de separagdo materna sobre o tempo na regiao
contendo o pano na tarefa do odor de predador. * diferente do controle, p < 0.05, post hoc de

Duncan. n = 8 -11 animais por grupo.

Avaliacado do comportamento dos animais no teste do labirinto em cruz elevado

Esta tarefa foi realizada com o objetivo de avaliar o comportamento de risco dos animais, que
¢ equivalente a um maior tempo nos bracos abertos. Neste experimento somente foram
utilizadas animais controle e do grupo separado por 3h pois esse grupo apresentou efeitos
mais marcantes nas avaliagdes feitas até esse momento, especialmente em relagdo ao
comportamento de risco no teste do odor de predador, sendo esse teste feito para confirmar os
resultados encontrados previamente. Foi observada uma diferenga significativa entre as maes
submetidas a separagdes por 3h no periodo neonatal e o grupo controle. Verificou-se que as
maes submetidas a separacdo maternal de 3 h apresentaram um menor tempo nos bragos
fechados quando comparadas com o grupo controle t(6) = 2,72, p < 0,05 e uma tendéncia a
um maior tempo nos bragos abertos t(6) = 2,28, p = 0,062 , demonstrando um maior
comportamento de risco. Esses resultados analisados em conjunto com os anteriores do teste

do odor de predador podem indicar que os animais do grupo submetido a separag@o por 3 h
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apresentam um comportamento de negligéncia ao perigo, ou comportamento de risco. Esses

resultados sdo mostrados na figura 13.

250 Labirinto em cruz elevado

200
= 150
(=]
g- * H controle
£ 100 - I separado 3 h

50 -

0 - T 1
tempo bracos abertos tempo bracos fechados

Figura 13. Efeitos da separagdo materna sobre o tempo nos bragos abertos e fechados na
tarefa do labirinto em cruz elevado nas genitoras. Dados expressos como média + EPM. *

diferente do controle, p < 0,05, post hoc de Duncan. N= 5-6 animais por grupo.

Avaliacéo da quantidade de receptors de adenosina A2A e dopamina

Esta técnica foi utilizada para analisar a quantidade de receptores de adenosina A2A e
dopamina D2 no estriado dorsoventral. Foi verificado que as maes submetidas a separacoes de
3 h no periodo neonatal tiveram uma diminui¢do na quantidade de receptores de dopamina D2

no estriado [F (2,11) = 4,79, p < 0,05]. Resultados mostrados na figura 14.
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Figura 14. Efeitos de diferentes tempos de separagdo materna sobre a quantidade de
receptores A2A e D2 no estriado das genitoras avaliado através de densitometria da

imunoistoquimica. Dados expressos como porcentagem do controle. * diferente do controle, p

< 0.05, post hoc de Duncan. n = 3-6 animais por grupo.

Também foram realizadas medidas desses dois receptores no hipocampo; entretanto,

nao foi verificada qualquer diferenca entre os grupos nessa regido cerebral, apesar de existir

uma tendéncia a um aumento no nimero de receptores de dopamina nas maes submetidas a

separagdo de 10 minutos dos seus filhotes no periodo neonatal [F (2,11) = 3,43, p = 0,070].

Resultados mostrados na figura 15.
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Figura 15. Efeitos de diferentes tempos de separacdo materna sobre a quantidade de
receptores A2A e D2 no hipocampo das genitoras avaliado através de densitometria da

imunoistoquimica. Dados expressos como porcentagem do controle. n = 3-6 animais por

grupo.




DISCUSSAO

Este trabalho teve o objetivo de investigar se diferentes tipos de separagdes dos
filhotes (longa ou curta duragdo) poderiam facilitar o desenvolvimento de comportamentos do
tipo deprimido nas maes e correlacionar tais mudangas comportamentais com alteracdes
neurobiolédgicas. Foi observado que separagdes repetidas por 3 horas aumentaram o tempo de
imobilidade durante o teste do nado for¢cado nas maes. Também se verificou que separagdes
repetidas por 3 horas aumentaram o comportamento de risco das maes verificado tanto no
teste do labirinto em cruz elevado como no teste do odor de predador. Verificou-se que tanto
as genitoras submetidas a separacdo por 10 minutos quanto as submetidas a separacdo por 3
horas tiveram uma diminui¢d0o na sensagdo prazerosa frente a uma solugdo doce e uma
exacerbacdo do efeito aversivo frente a um sabor acido. A atividade hipocampal da
Na'K'ATPase estava diminuida nos dois tipos de separagdes, e os niveis de ocitocina
cerebral, medida no liquor, estavam aumentados nas maes que foram separadas por 10
minutos dos seus filhotes. Adicionalmente, os niveis de oOxido nitrico se encontraram
diminuidos no hipocampo das maes que sofreram separagdes repetidas de 3 horas em
compara¢do com os outros grupos € a quantidade de receptores de dopamina D2 no estriado
dessas genitoras também se encontrava diminuido em compara¢do com 0s outros grupos

O aumento na imobilidade no teste do nado forcado tem sido considerado como
sugestivo de um estado do tipo deprimido (Porsolt et al., 1979; Cryan et al., 2002). As
genitoras as quais foram submetidas a manipulagdes repetidas (10 minutos/dia) ndo
demonstraram diferenca no tempo de imobilidade neste teste quando comparadas com as
controles. Esses resultados sdo consistentes com os achados de Boccia et al. (2007), que
também encontraram um aumento no tempo de imobilidade nas maes submetidas a

separagdes longas e repetidas de seus filhotes. A separacdo dos filhotes parece ser uma boa




maneira de modelar estados do tipo deprimido em roedores (Newport et al., 2002; Boccia et
al. 2007; Eklund et al., 2009; Sung et al., 2010).

De modo a estudar marcadores bioquimicos relacionados a depressdo, demonstramos
que a atividade hipocampal da enzima Na" K'-ATPase estava diminuida em ambos os grupos
submetidos a separagdo dos seus filhotes (tanto 10 min quanto 3 h). Varios estudos
demonstram que uma atividade reduzida da enzima Na'K'-ATPase ¢ uma caracteristica
importante da depressdo (El-Mallakh & Li, 1993; El-Mallakh & Wyatt, 1995; Acker et al.,
2009), e a redugao da atividade dessa enzima no hipocampo tem sido observada em outros
modelos animais de depressdao (Gamaro et al., 2003; de Vasconcellos et al., 2005; Goldstein
et al., 2006). Além disso, tem sido reportado que o tratamento com antidepressivos como a
fluoxetina (Zanatta et al., 2001) e a desipramina (Viola & Rodriguez de Lores Arnaiz, 2007)
aumentam a atividade da Na',K'-ATPase no cérebro de ratos. Este resultado da ainda mais
embasamento para a separa¢cdo maternal de longa duragdo como um modelo de depressdo. Por
outro lado, a atividade reduzida da Na',K'-ATPase em membranas sinapticas nio parece ser
uma caracteristica especifica dos estados deprimidos, uma vez que o grupo separado por 10
minutos, o qual ndo demonstrou qualquer sinal comportamental de depressdo, teve também
uma atividade reduzida dessa enzima, similar ao encontrado nas maes submetidas a separacao
por 3 horas. Entretanto, ndo pode ser excluida uma maior susceptibilidade a um estado

deprimido desse grupo de animais ndo detectado nos testes comportamentais utilizados.

Uma extensiva literatura tem demonstrado que exposi¢des prolongadas a situagdes
estressantes podem causar efeitos adversos no hipocampo de roedores, incluindo atrofia
neuronal, possivelmente diminuindo o nimero de sinapses no hipocampo (Duman &
Monteggia, 2006; Schmidt et al., 2007). Em pacientes com depressdo, alteracdes
morfoldgicas, como redugdes volumétricas, t€ém sido verificadas no hipocampo (Lorenzetti et

al, 2009; Chen et al., 2010). Portanto, ¢ possivel que a exposi¢do ao estresse representada pela




separagdo de seus filhotes possa levar a atrofia, o que poderia estar relacionado com a
diminui¢do na atividade da Na+, K+-ATPase observada na depressdo (de Vasconcellos et al.,
2005). Entretanto, nesse estudo ndo foi observado alteracdes nos niveis de corticosterona
basal no grupo separado, o que seria uma evidéncia de aumento de estresse. Por outro lado,
diferentes niveis de glicocorticoides tém sido relatados na sindrome depressiva, como ¢
demonstrado por diversos estudos que mostram aumento no cortisol (Charlton & Ferrier,
1989; Pariante et al., 1995; Wolkowitz et al., 2009) ou nenhuma diferen¢a nos niveis desse
hormoénio em pacientes deprimidos (Kling et al., 1991; Kling et al., 1993; Molchan et al.,

1993; Pitts et al., 1995).

Outra possibilidade para explicar a diminuicdo da atividade da Na', K'-ATPase
envolve o estado redox da célula, uma vez que tem sido demonstrado que a atividade dessa
enzima esta reduzida em situagdes de estresse oxidativo (Morel et al., 1998; Streck et al.,
2001; Petrushanko et al., 2006; Wilhelm et al., 2009). Nesse trabalho, ndo foi observado
qualquer efeito sobre a atividade das enzimas antioxidantes ou sobre a producdo de radicais
livres quando medidos pelo teste do DCF. Portanto, ¢ improvavel que o desbalango oxidativo
possa explicar a reduzida atividade da Na', K'-ATPase observada em ambos os modelos de
separagdo maternal. Por outro lado, sabe-se que a atividade da Na',K'-ATPase em
membranas sinaptossomais ¢ estimulada por neurotransmissores como catecolaminas
(Rodriguez de Lores Arnaiz, 1992) ou serotonina (Rodriguez de Lores Arnaiz & Yamauchi,

1995), e esses sistemas podem estar alterados em estados deprimidos.

Tem sido demonstrado que o estresse oxidativo pode estar associado com a
patofisiologia da depressdo (Kodydkova et al., 2009; Rezin et al., 2009; Andreazza et al.,
2010). Nossos resultados demonstraram que diferentes separagdes maternas no periodo pos-
natal ndo alteraram a atividade das enzimas antioxidantes nem a produ¢do de radicais livres

no hipocampo. Isso ndo significa a auséncia de estresse oxidativo, uma vez que outros




parametros podem estar alterados, como dano a lipidios ou a proteinas, nessa ou outras
estruturas cerebrais. Adicionalmente, uma vez que as intervengdes utilizadas para induzir
essas alteracdes (separagdo materna) foram aplicadas durante os primeiros 10 dias pos-parto,
e as avaliagdes bioquimicas foram feitas no 35° dia pds-parto, € possivel que alteragdes
prévias na producao de radicais livres possam ter retornado a niveis normais e outros estudos

sdo necessarios para avaliar essa possibilidade.

A diminui¢do na produgdo de 6xido nitrico observada no grupo separacao por 3 horas
nesse estudo pode também ser devido a uma atrofia dos neurdnios hipocampais produtores de
6xido nitrico (Palumbo et al., 2007). Uma diminui¢do nos niveis de 6xido nitrico poderia
diminuir a atividade neural e a plasticidade sinaptica no hipocampo, o que se acredita sofrer
influéncia do 6xido nitrico (Hua et al., 2008). Isso poderia levar a alteragdes cognitivas tais
como problemas de aprendizado e de memoria (Law et al., 2002; Palumbo et al., 2007), outra
caracteristica da sindrome depressiva. Como mencionado, diferentes efeitos tém sido
relatados em relagdo ao 6xido nitrico e a depressdo. Uma variedade de estudos sugere um
envolvimento da 6xido nitrico sintase no mecanismo patofisioldgico do comportamento do
tipo deprimido associado ao estresse (Joca & Guimaries, 2006; Zhou et al., 2007; Wang et
al., 2008), enquanto alguns antidepressivos reduzem a produgdo de 6xido nitrico (Ikenouchi-
Sugita et al., 2009). Entretanto, também tem sido demonstrado que a administragdo do
inibidor da 6xido nitrico sintase N(omega)—nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME) — leva a
um aumento no comportamento do tipo depressivo em animais (Khovryakov et al., 2010).
Além disso, a administracdo de 6xido nitrico exdgeno (através de um doador de 6xido nitrico)
melhora o comportamento do tipo depressivo induzido por estresse cronico através da
estimulagdo da neurogénese hipocampal (Hua et al., 2008). Portanto, ¢ possivel que a reducéo
na produg¢do de 6xido nitrico observada no grupo separacao (3 horas) possa estar implicada no

comportamento do tipo depressivo observado.




A ocitocina ¢ liberada em varias regides cerebrais, como os nucleos paraventricular
(PVN) e supra-6ptico (SON) do hipotalamo, particularmente por neurdnios magnocelulares
(Wotjak et al., 2001). Varios estudos tém demonstrado que a ocitocina esta envolvida na
mediacdo de comportamento materno (van Leengoed et al., 1987; Kendrick, 2000). A
manipulacdo, ou qualquer outro tipo de estimulagdo do animal no periodo neonatal causa um
distarbio da relagdo mae-filhote. Tem sido relatado que maes separadas de seus filhotes por
breves periodos aumentam seu comportamento materno, especialmente o numero de
lambidas, enquanto que maes separadas por longos periodos (3 a 6 horas) diminuem seu
comportamento materno (Boccia & Pedersen, 2001; Lovic et al., 2001) ou mostram um
aumento similar no comportamento materno total (Macri et al., 2008). Também foi visto que
maiores taxas de cuidado materno, isto ¢, nimero de lambidas nos filhotes, s3o acompanhadas
por um aumento nos receptores de ocitocina em varias areas do cérebro (Champagne &
Meaney, 2001). No presente estudo, foram observados maiores niveis de ocitocina no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de animais submetidos a separagdes curtas de seus filhotes, dado
esse que ¢ consistente com a literatura apresentada acima. As maes do grupo separado ndo
demonstraram diferengas nos niveis de ocitocina no LCR. E importante ressaltar que o
aumento foi observado no dia do desmame (21° dia pds-parto), demonstrando que este efeito
permanece mesmo apos um tempo razoavel ter passado desde as manipulagdes neonatais, que
ocorreram nos 10 primeiros dias pds-parto. Também € possivel que esse aumento na ocitocina
nas maes do grupo manipulado possa atuar como um fator protegendo esses animais do
desenvolvimento de um comportamento do tipo deprimido, uma vez que a administragdo de
ocitocina estd possivelmente relacionada com o alivio de sintomas depressivos e com a

diminui¢do de comportamento do tipo ansioso (Consiglio, 2006).

O teste do labirinto em cruz elevado ¢ um dos paradigmas usados para medir

comportamento do tipo ansioso em ratos. Ele ¢ baseado no conflito entre dois




comportamentos que sdo naturalmente exibidos pelos roedores: o fato de evitarem espagos
abertos e a tendéncia a explorar novos ambientes. Portanto, ratos exibindo menor
comportamento do tipo ansioso vao entrar € passar mais tempo nos bragos abertos do labirinto
(Kulkarni & Sharma, 1991). Por outro lado, mais recentemente, o teste do labirinto em cruz
elevado tem também sido utilizado como uma medida de avaliacdo de comportamento de
risco em animais de laboratorio, considerando-se que o nimero de entradas e o tempo passado
nos bragos abertos representam comportamentos de risco, além da diminui¢do no tempo nos
bragos protegidos (fechados) (Cortese et al., 2009; Lofgren et al., 2009).

Por outro lado, sinais quimicos, como o odor, t€m um papel significativo no
comportamento de animais, influenciando comportamentos reprodutivos, agressivos, sociais
(Brown, 1979 ; Umphries et al., 1992; Kavaliers & Colwell, 1995). Eles também sao
importantes na deteccdo do predador para que o mesmo possa ser evitado. Animais
normalmente respondem a ameaga de um predador com uma variedade de comportamentos
defensivos, incluindo imobilizagdo (freezing) e avaliacdo de risco, além de supressdo de
comportamentos ndo-defensivos (Blanchard et al., 1990; Lima, 1998). Resultados de uma
grande variedade de estudos tém demonstrado que roedores apresentam respostas aversivas a
odor de predadores como o gato doméstico (File et al., 1993; Kavaliers & Colwell, 1995;
Blanchard et al., 1998; Morrow et al., 2000). No presente estudo foi verificado que as
genitoras submetidas a separag¢do repetida de seus filhotes por 3 horas no periodo neonatal
demonstraram um maior tempo nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado e no
teste do odor de predador ndo apresentaram os comportamentos defensivos esperados de um
roedor na presenca do odor do predador. Essas genitoras ndo apresentaram aumento no tempo
passado no compartimento escondido nem diminui¢ao no tempo passado sobre o pano quando
havia o odor de predador, ao contrario das genitoras controle e das genitoras submetidas a

separacdo de seus filhotes por 10 minutos durante o periodo neonatal. Todos esses dados




analisados em conjunto, podem indicar que os animais do grupo submetido a separacdo por 3
h apresentam um comportamento de negligéncia em relagdo ao perigo, ou comportamento de
risco, 0o qual estd bastante associado com depressdo (Bender, 2006; Harris et al., 1996;
Grunbaum et al., 1996; Kilpatrick et al., 2003).

No teste de reatividade ao sabor foi verificado que a separagdo das genitoras de seus
filhotes no periodo neonatal tanto por 10 minutos quanto por 3 horas modificou a forma como
essas genitoras respondem tanto a um sabor prazeroso (doce) quanto a um sabor aversivo
(acido). Foi observada uma exacerbagao nas reagdes frente a um sabor aversivo nas maes de
ambos os modelos. Além disso, foi verificada uma diminui¢do do “gostar” nos dois grupos de
separacdo, ou seja, esses animais demonstraram menos prazer quando lhes era administrada
uma solucdo doce. Entretanto, a separacdo por 3 horas parece ser mais marcante para a mae
do que a de 10 minutos, uma vez que essa diminuicao nas reacdes afetivas ao sabor prazeroso
jé& foram verificadas na concentragdo de 0,1M de sacarose, enquanto que nas mae separadas
por 10 minutos isso s6 se verificou na concentracdo mais alta de 1 M.

A anedonia ¢ caracterizada por uma diminui¢do no prazer, ou seja, no “gostar’.
Verificamos que houve uma diminui¢do somente no “gostar” e ndo no “querer” por parte
desses animais, uma vez que quando avaliado o comportamento desses animais todos os
grupos comeram a mesma quantidade de alimento doce (dados ndo mostrados). Um padrao de
resposta no qual o querer ¢ maior do que o gostar foi observado em individuos dependentes de
drogas, onde ocorre uma redugdo no valor subjetivo de recompensa da droga (Volkow, et al.,
1997; Goldstein et al., 2010). O sistema “gostar” ¢ ativado quando se recebe a recompensa,
enquanto o sistema “querer” gera comportamentos motivados pela antecipa¢ao. Quando esses
dois sistemas sdo expostos a drogas, o sistema do “querer” motiva a perseguicdo persistente

das drogas que ndo mais dao prazer.
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A dopamina é um neurotransmissor de grande atuagdo no cérebo e que possui seus
receptores bastante disseminados neste, participando de varias fungdes, tais como emogao,
percepgdo, recompensa e motivagdo. Evidéncias convergentes de neuroimagem, estudos pos-
mortem, estudos comportamentais ¢ farmacoldgicos apontam para uma reducdo da funcao
dopaminérgica na depressao maior (Pizzagalli et al., 2005; Ebmeier et al., 2006; Dunlop and
Nemeroff, 2007; Gershon et al., 2007). Uma diminui¢ao na fun¢do dopaminérgica parece
contribuir para o comportamento anedénico em varios modelos animais (Dunlop & Nemeroff,
2007; Gershon et al.,, 2007; aan het Rot et al., 2009; Nestler & Carlezon, 2006).
Concentracdes do metabolito da dopamina, &cido homovalinico, medidas no fluido
cerebrospinal encontram-se diminuidas em pacientes deprimidos e vitimas de suicidio, e sdo
inversamente relacionada com o humor deprimido e retardo motor (Post et al., 1973; Roy et
al., 1992; Reddy et al., 1992; Brown & Gershon, 1993). A depressdo também ¢é uma
caracteristica comum na doenca de Parkinson, uma desordem neurodegenerative na qual
ocorre a perda de neurdnios nigroestriatais dopaminérgicos (Harvey et al., 2007). A densidade
de receptors dopaminérgicos do tipo D2 ou do seu RNAm encontram-se diminuidas no ntcleo
accumbens em varios modelos de depressdao com roedores, tais como anedonia induzida por
estresse cronico variado e isolamento social (Papp et al., 1994; Bjornebekk et al. 2007). Os
ratos Wistar-Kyoto, outro modelo animal de depressao também exibe diminui¢do no binding
de receptor D2 no nucleo accumbens (Yaroslavsky et al., 2006). Uma diminuicdo na
neurotransmissdo dopaminérgica poderia estar por trads da anedonia e déficits motivacionais
associados com esse transtorno (Harvey et al., 2007). No nosso estudo, encontramos uma
diminuicdo na quantidade de receptors dopaminérgicos D2 no estriado das genitoras
submetidas a separagdo repetida dos filhotes por 3h/dia no periodo neonatal. Essa observagao
¢ consistente com a proposta da hipoatividade do sistema dopaminérgico mesolimbico na

depressdao (Dunlop & Nemeroff, 2007 ; aan het Rot et al., 2009 ; Nestler & Carlezon, 2006).




Essa diminuig¢@o poderia estar envolvida em uma neurotransmissdo dopaminérgica diminuida

e potencialmente com o maior potencial aneddnico verificado nessas genitoras.




CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram que a separacdo materna (remover os
filhotes das maes por 3h/dia por 10 dias) durante o periodo neonatal pode desenvolver um
comportamento do tipo deprimido nas maes, pelo menos nesses animais. Essa conclusdo
tem como base um aumento no tempo de imobilidade no teste do nado for¢cado, uma
diminuicdo nos niveis de 6xido nitrico ¢ da atividade da enzima Na",K'-ATPase no
hipocampo, apesar do fato de que essa atividade reduzida nao foi especifica para o grupo
separado por 3 horas. Além desses resultados, as genitoras separadas por 3 horas
apresentaram um aumento no comportamento de risco, verificado no teste do odor de
predador e no teste do labirinto em cruz elevado, uma menor resposta no teste de
responsividade ao sabor doce e maior resposta no teste de reatividade a um sabor
desagradavel (que possivelmente esteja relacionado a anedonia) e uma diminui¢do na
quantidade de receptores dopaminérgicos no estriado, evidenciando uma possivel
hipoatividade do sistema dopaminérgico mesolimbico. Todas essas caracteristicas
congruentes com aspectos da sindrome depressiva. Em adicdo a esses resultados, no grupo
submetido a separacdes breves de seus filhotes (10 min/dia por 10 dias) houve um aumento
na ocitocina medida no fluido cerebroespinal, um efeito que pode ser relacionado com o
aumento no cuidado materno verificado nesse tipo de intervencdo neonatal. Alguns dos
efeitos observados para a separacdo por 3h também foram encontrados neste grupo,
embora menos acentuados, o que pode sugerir maior susceptibilidade a um estado de
depressdo, se outros insultos/agentes ambientais estivessem envolvidos. Os efeitos do tipo
depressivo demonstrados nesse estudo podem ainda ser Uteis para o desenvolvimento de

um modelo para estudar as consequéncias da depressdo no periodo pos-parto.
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ANEXO 1 —Fotos de imunohistoquimica realizadas por Microscopia confocal

Marcagao para receptores A2A de adenosina: pontos vermelhos
Marcagao para receptores D2 de dopamina: pontos verdes
Pontos amarelos e/ou laranjas: colocalizagdo de receptores A2A e D2

Anexo 1.1 — Estriado e hipocampo do grupo controle
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Anexo 1.2 — estriado e hipocampo do grupo submetido a separagdo por 10 minutos
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Anexo 1.3 — Estriado e hipocampo das genitoras submetidas a separagdo por 3 horas
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Anexo 2 — Fotos de imunohistoquimica realizada com microscopio invertido de fluorescéncia

(Olympus FV1000), Trés areas aleatorias por regido de interesse (300 pm?) (hipocampo e

estriado dorsolateral) foram escolhidas por animal e a fluorescéncia quantificada utilizando o
programa Cell M (Olympus). Pontos verdes = receptores D2 / Pontos vermelhos = receptores

A2A / Pontos amarelos = colocalizagdo de receptores

Controle estriado

Controle hipocampo




Separado 10 minutos - estriado




Separado 3 horas - estriado

Separado 3 horas - hipocampo




