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RESUMO

Sabe-se que o estresse crénico no inicio da vida pode levar a alteragdes comportamentais
que podem estar envolvidas em muitos transtornos neuropsiquiatricos, incluindo ansiedade e
depressdo. Vérias destas etiologias surgem durante a adolescéncia, quando ocorre 0
remodelamento do cérebro. Esta € uma das razfes pelas quais a pratica de psiquiatria infantil /
adolescente ainda é um desafio. Por isso, investigamos os efeitos da separacdo materna (SM)
no comportamento de camundongos pré-puberes. Varios estudos mostraram que 0 estresse
cronico gera desequilibrios na sinalizacdo dopaminérgica. Uma das principais alteracdes € a
diminuicdo da atividade dos neurdnios dopaminérgicos e alteragdes na expressao dos receptores
dopaminérgicos. Entdo, investigamos se a administracdo de L-Dopa durante a SM pode
interagir ou proteger contra o estresse no inicio da vida. Finalmente, um dos desafios nos
estudos de psiquiatria é o viés sexual na prevaléncia de alguns distdrbios mentais. Para abordar
esta questdo, utilizamos camundongos machos e fémeas C57 / BL6. N&s dividimos o0s
camundongos em seis grupos experimentais: grupo ndo manipulado (Naive) e cinco grupos
tratados com drogas e / ou submetidos ao protocolo SM (180 min / dia) de P2-P14. Estes grupos
sdo: tratados com solucdo salina (SAL); Grupo tratado com L-dopa / Benserazida (50/25 mg /
kg) (DOPA); Grupo SM; SM tratados diariamente com Salina (SM+SAL); e grupo tratado com
L-dopa / Benserazida durante a SM (SM+DOPA). Com 4 semanas de idade, analisamos 0
comportamento dos animais através dos testes de reconhecimento de objeto, teste de campo
aberto, labirinto em cruz elevado, teste de enterrar bolinhas na maravalha e teste de nado
forcado. Além dos testes comportamentais, os animais foram submetidos & ressonancia
magnética estrutural, para analise do volume do hipocampo. Vimos que o tratamento com L-
Dopa diminuiu o comportamento tipo depressivo em fémeas e 0 comportamento tipo ansioso
em machos. Quando o tratamento com L-Dopa é feito juntamente com o estresse de separagdo
maternal, tanto fémeas quanto machos tém um aumento do comportamento tipo ansioso, porém
machos também apresentam um aumento do comportamento tipo depressivo. As imagens de
ressonancia demonstraram uma tendéncia na diminui¢do do volume hipocampal somente em
machos do grupo SM+DOPA. Nossos resultados sugerem um dimorfismo sexual em resposta
ao tratamento com L-Dopa durante o protocolo de separacdo maternal.

Palavras chave: Estresse, dopamina e neurodesenvolvimento.
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ABSTRACT

It is well known that early life stress can lead to behavioral alterations that might be
involved in many neuropsychiatric disorders, including anxiety and depression. Several of these
aetiologies emerge during adolescence, when remodeling of the brain occurs. This is one of the
reasons that child/adolescent psychiatry practice is still a challenge. Because of this, we
investigated the effects of maternal separation (SM) in prepubertal mice behavior. Several
studies showed that chronic stress imbalances dopaminergic system. One of the main alterations
IS a decrease in dopaminergic neurons activity and alterations in dopaminergic receptors
expression. So, we investigated if L-Dopa administration during SM can protect against early
life stress. Finally, one of the challenges in psychiatry studies is the sex bias in the prevalence
of some mental disorders. To tackle this question, we used both males and females C57/BL6
mice. We divided the mice in six experimental groups: non-manipulated group (Naive) and five
groups drug treated and/or submitted to SM protocol (180 min/day) from P2-P14. These groups
are: treated with Saline (SAL); L-dopa/Benserazide treated group (50/25 mg / kg) (DOPA); SM
group; SM daily treated with Saline (SM+SAL); and L-dopa/Benserazide treated during SM
(SM+DOPA). At the 4 week old, their behavior were tested by object recognition task, open
field test, elevated plus maze, marble burying and forced swimming test. In addition to the
behavioral tests, the animals were submitted to structural magnetic resonance, to analyze the
volume of the hippocampus. We have seen that treatment with L-Dopa decreased the depressive
like behavior in females and the anxious like behavior in males. When L-Dopa treatment is
done along with maternal separation stress, both females and males have an increase in anxious
like behavior, but males also show an increase in depressive like behavior. In addition, brain
imaging showed a tendency to the decrease of hippocampal volume in SM+DOPA males. Our
results suggest a sexual dimorphism in response to treatment with L-Dopa during the maternal
separation protocol.

Key words: Stress, dopamine and neurodevelopment.
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1. INTRODUCAO

Segundo uma pesquisa feita em fevereiro de 2017 pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), 322 milhdes de pessoas no mundo sofrem de depressdo. 1sso corresponde a 4,4% da
populacdo mundial (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). No Brasil, a OMS estima
que 5,8% da populacéo é afetada pela depressio (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2017). Ainda de acordo com a OMS, a depressdo é a doenca que mais gera
incapacidade e afastamento do trabalho no mundo, sendo também a maior causa das mortes por
suicidio, 800 mil casos por ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Outra doenca
psiquiatrica que tem afetado grande parte da populacdo mundial é o transtorno de ansiedade.
Cerca de 264 milhdes de pessoas no mundo sofrem com a doenca hoje em dia. Sendo o Brasil
lider mundial nos casos, 9,3% dos brasileiros sdo afetados pelo transtorno de ansiedade
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2017). Muitos dos casos de ansiedade e
depressdo surgem durante a adolescéncia, fase em que ocorre remodelacdo do cérebro. Esta é
uma das razdes pelas quais a pratica psiquiatrica da criangca ou do adolescente ainda é um
desafio.

Além dos males para a saude, a vida profissional e social dos doentes, a ansiedade e a
depressdo geram grandes gastos para a economia mundial. Estima-se que, a cada ano, as
consequéncias dos transtornos neuropsiquiatricos, tais como ansiedade e depressdo, geram uma
perda econémica de 1 trilhdo de dolares para 0 mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016).

Mas por que tem aumentado os casos de depressao e ansiedade na populacdo? Né&o existe
uma Unica resposta para essa pergunta. Ao contrario de outras doencas, existem muitos fatores
que atuam de forma conjunta para gerar os quadros de ansiedade e depressao. Um desses fatores
é 0 estresse cronico, que atinge cerca de 90% da populacdo mundial (ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2017). Apesar de 0 estresse ser vital para a sobrevivéncia das
especies, a exposicdo continua a um evento estressor pode levar a problemas fisiologicos e
comportamentais. Sabe-se que o estresse cronico estd envolvido com o desenvolvimento de
diversos transtornos psiquiatricos (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005). Assim como o
estresse tem crescido entre a populacdo jovem e adulta, ele também esta crescendo entre as
criangas (RAMOS, 2015). O estresse infantil gera danos que vdo muito além da infancia,
podendo ser responsavel pelo surgimento de transtornos de ansiedade e depressao ao longo da
vida (BIFULCO; BROWN; ADLER, 1991). Dados de uma pesquisa feita em S&o Paulo pela
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International Stress Management Association no Brasil (Isma-BR), mostraram que oito em cada
dez casos em que os pais buscam ajuda profissional por alteracbes comportamentais de seus
filhos, tém sua origem no estresse (COSTA, 2012).

Deste modo, trona-se essencial entender os mecanismos por trds do estresse,
principalmente do estresse no inicio da vida, para futuramente poder desenvolver ferramentas
de prevencédo para as criancas e tratamentos adequados para jovens e adultos. Neste estudo,
investigamos o papel da dopamina como um dos mecanismos envolvidos na modulacéo dos

comportamentos induzidos pelo estresse.

1.1 Estresse

O endocrinologista canadense Hans Selye (1907 — 1982) foi o primeiro a formular o
conceito de estresse. Ele observou que organismos diferentes apresentam o0 mesmo padréao de
resposta fisioldgica para determinadas experiéncias sensoriais ou psicoldgicas que podem gerar
efeitos nocivos em 0rgaos, tecidos ou processos metabolicos ou sdo percebidas como nocivas.
Assim, Hans Selye definiu estresse como uma sindrome que se desenvolve a partir da adaptacédo
do organismo a algum evento estressor (SELYE, 1936), ou seja, qualquer adaptacdo requerida
a uma pessoa. Hoje, estresse é definido como uma interrupgdo real ou prevista da homeostase
do corpo provocado por fatores psicoldgicos, ambientais ou fisiologicos. A alostase é o
processo ativo de adaptacdo aos eventos estressores por meio de mediadores como o cortisol e
0 sistema autonémico, metabolico e imunolédgico que atuam em conjunto de forma néo linear
para manter a homeostase (STERLING; REASON, 1988; MCEWEN et al., 2015).

A resposta a um evento estressor ocorre mediante a ativacdo do sistema nervoso
simpatico e parassimpatico e do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). A resposta mais
imediata ao evento estressor é fornecida pelo sistema nervoso autbnomo, conhecida como
reacdo de luta ou fuga, que provoca rapidas respostas nos seus 6rgdos alvo. A ativacao do eixo
HPA resulta em elevacdo dos glicocorticoides circulantes (Fig. 1). Ela acontece através da
ativacdo do receptor CRH1 que leva a producéo do horménio liberador de corticotropina (CRH)
e vasopressina pelas células parvocelulares do nicleo paraventricular hipotalamico (PVN).
Esses horménios sdo secretados por sua vez, no sistema porta hipotalamico-hipofisario,
culminando na producédo de pro-opiomelanocortina (POMC) pela hipofise anterior, 0 POMC
por sua vez é clivado originando a corticotropina (ACTH) e outros horménios. O ACTH atua

no cortex adrenal promovendo a producdo de cortisol em humanos e corticoesterona em
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roedores (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; LUPIEN et al., 2009). Os glicocorticdides,
se ligam tanto em receptores de glicocorticoides (GR) quanto em receptores
mineralocorticoides (MR). Através da sua ligacdo ao GR, promovem uma cascata de acOes
catabolicas nos tecidos periféricos, proporcionando uma resposta adequada ao evento estressor.
Por fim, os glicocorticoides fornecem o feedback negativo no eixo HPA para retornar a um
estado homeostético (BALE; EPPERSON, 2015).

Anterior pituita

Adrenal cortex

Figura 1: O sistema do estresse. Neur6nios do hipotalamo liberam CRH que agem estimulando a hipéfise
a liberar ACTH. O ACTH por sua vez age no cortex da glandula adrenal aumentando a liberagdo de
glicocorticoides. Estes controlam tanto a liberacdo de CRH quanto a liberacdo de ACTH por mecanismos de
feedback negativo. O hipocampo e o cortex pré-frontal regulam negativamente o eixo HPA, em contrapartida, a

amigdala estimula esse eixo (LUPIEN et al., 2009).
Uma das maneiras pelas quais os hormonios do estresse podem modular o

comportamento é através do hipocampo. O hipocampo € uma regido presente no lobo temporal

envolvido no processo da memoria. Em roedores ele é separado em dorsal e sub-regies
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ventrais. O hipocampo dorsal, andlogo ao hipocampo posterior em primatas, é responsavel por
funcbes cognitivas, enquanto que as regides ventrais (anterior em primatas) sdo as porcgoes
limbicas do hipocampo, que regulam as emocdes (FANSELOW,; DONG, 2010). Alteracdes no
hipocampo ventral estdo associadas com distarbios psiquiatricos incluindo a esquizofrenia
(HECKERS; KONRADI, 2002; NELSON et al., 2011). Além disso, 0 hipocampo ventral esta
associado ao controle negativo do eixo HPA em resposta ao estresse (HERMAN et al., 1995).
Portanto, o hipocampo ventral representa um importante local de convergéncia pelo qual o
estresse pode modular as emocdes, contribuindo assim para os sintomas associados as doencas
neuropsiquiatricas. Em resposta ao estresse, 0 hipocampo sofre uma série de alteragdes
adaptativas. O estresse pode inibir a neurogénese ou a sobrevivéncia celular no hipocampo,
principalmente na regido do giro dentado e CA3 (MCEWEN, 2006).

Além de alteracdes no hipocampo, o estresse pode provocar alteracées em neurénios do
cortex pré-frontal e da amigdala, uma regido do cérebro envolvida no medo, na ansiedade e na
agressividade. Assim, a capacidade de aprendizado, a memdria e a capacidade de tomar
decisbes podem ser comprometidas pelo estresse, podendo ser acompanhada de niveis elevados
de ansiedade e agressdo (MCEWEN, 2006).

1.2 Estresse no neurodesenvolvimento

O neurodesenvolvimento se da através de interacdes entre 0s genes e 0 meio ambiente.
Os primeiros anos de vida compdem uma fase importante do desenvolvimento e eventos
estressores nessa fase podem ser responsaveis por alteracBes desenvolvimentais. Criangas
estressadas podem apresentar dificuldade de concentracdo e aprendizado, além de atrasos
cognitivos (RAMOS, 2015). Um desequilibrio fisioldgico durante a fase de desenvolvimento
pode ser responsavel por gerar alteragdes permanentes no cérebro (KUNDAKOVIC;
CHAMPAGNE, 2015). Portanto, estresse sofrido durante o neurodesenvolvimento pode gerar
mudangas a niveis estruturais e funcionais no cérebro (HART; RUBIA, 2012), além de
alteracbes comportamentais que persistem na vida adulta (BIFULCO; BROWN; ADLER,
1991).

O eixo HPA evoluiu de forma que no inicio do desenvolvimento ele permanece
hiporesponsivo. Em humanos esse periodo corresponde aos primeiros anos de vida e em
roedores corresponde as duas primeiras semanas pos-natal. O equilibrio fisioldgico do eixo

HPA nessa fase do desenvolvimento, assim como outros fatores tais como liberacdo do
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hormdnio do crescimento e frequéncia cardiaca, parece ser mantido pela presenca materna
(LEVINE, 1994; LUPIEN et al., 2009). A estimulacdo tatil parece inibir a maioria das
alteracdes cerebrais, ja o leite materno é essencial para reduzir a sensibilidade da glandula
adrenal ao ACTH (LEVINE, 2001, 2002). Porém, na auséncia do cuidado materno, ocorre a
desinibicdo do eixo, deixando o individuo vulnerdvel aos efeitos do estresse. Desta forma,
estudos ttm demonstrado que criancas negligenciadas ou que sofreram algum tipo de abuso
possuem maiores probabilidades de desenvolverem depressédo quando adultas (BIFULCO;
BROWN; ADLER, 1991; SCHEDULE, 2007). Além de aumentar as chances do individuo se
tornar depressivo, o historico de abuso durante a infancia € responsavel por maiores indices de
suicidio entre adolescentes e adultos jovens (BROWN et al., 1999; SCOTT et al., 2012).

Outros transtornos psiquiatricos que podem surgir como consequéncia da exposicao a
fatores estressantes durante o desenvolvimento, sdo os transtornos de ansiedade, tais como
transtorno obsessivo compulsivo e a sindrome do pénico (FERGUSSON; HORWOOD;
LYNSKEY, 1996). Em suma, eventos estressantes que podem ocorrer durante a infancia séo
fatores de risco para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos durante a vida adulta, tais
como transtorno de ansiedade, depressao, déficit de atencdo e hiperatividade, transtorno do
estresse pos-traumatico, transtorno do uso de substancias, dentre outros (ACKERMAN et al.,
1998; FERGUSSON; HORWOOD; LYNSKEY, 1996; KENDLER et al., 2000; KESSLER et
al., 2010; SCOTT; SMITH; ELLIS, 2010).

Estudos de neuroimagem estrutural tém mostrado alteracdes no cérebro de adultos que
passaram por estresse cronico durante a infancia. Foram vistas alteracGes volumétricas no
hipocampo, na amigdala, no corpo caloso, no cortex pré-frontal, no cortex cingulado anterior e
ndcleo caudado. Além disso, estudos mostraram déficits na conectividade dessas areas,
sugerindo anormalidades nas redes neurais (COHEN et al., 2006; RIEM et al., 2015; TEICHER
et al., 2004; BICK; NELSON, 2016; HART; RUBIA, 2012).

Além de alteracfes comportamentais e morfoldgicas, dados publicados em 2004
mostraram que o estresse cronico durante o desenvolvimento pode alterar também os niveis de
monoaminas e seus metabolitos no hipocampo e na amigdala de animais machos e fémeas
guando adultos (BOWMAN et al., 2004). Sugerindo que o estresse pode modular o0s

comportamentos através dos seus efeitos na alteracdo da sinalizacdo por neurotransmissores.
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1.3 Sinalizacdo dopaminérgica

A dopamina foi primeiramente descrita em cérebros humanos por Kathleen Montagu
em 1957 (MONTAGU, 1957). Neste mesmo ano, Arvid Carlsson demonstrou que a dopamina
era um neurotransmissor, e que também esta presente em cérebros de animais (CARLSSON et
al., 1957). Sabe-se hoje que a dopamina é um neurotransmissor catecolaminérgico, ou seja,
possui um grupo catecol ligado a um grupamento amina. Origina-se do aminoacido tirosina que
pode ser obtido através da alimentacdo ou por producdo enddgena. A tirosina por sua vez é
convertida em L-Dopa (1-3,4-diidroxifenilalanina) pela enzima tirozina hidroxilase, e por fim,
a enzima aminoécido aromatico descarboxilase converte L-Dopa em dopamina (BLASCHKO,
1942).

Os neurbnios dopaminérgicos fazem parte de circuitos neurais responsaveis por diversas
funcdes fisioldgicas tais como controle motor, memoria de trabalho, sono, atencéo, regulagéo
hormonal, aprendizado e sistema de recompensa (GIRAULT; GREENGARD, 2004,
SCHULTZ, 1997). Quatro vias principais do sistema dopaminérgico no cérebro adulto sdo bem
conhecidas (Fig.2). Cada uma dessas vias possui funcdes distintas, porém, seus circuitos sdo
conectados, tornando um sistema complexo e interligado (BJORKLUND; DUNNETT, 2007).
Abaixo serdo descritas cada uma delas:

(1) via mesocortical é a via na qual os neurénios dopaminérgicos que se originam na
area tegumentar ventral (VTA) enviam suas projecdes para o cortex frontal. Esta via esta
relacionada ao desenvolvimento normal das fun¢Bes cognitivas, memoria de trabalho e
aprendizagem (BENTIVOGLIO; MORELLLI, 2005; BJORKLUND; DUNNETT, 2007).

(2) viamesolimbica, onde neurdnios localizados na VTA enviam projecdes para regides
do sistema limbico. Esta envolvida nos comportamentos aditivos, motivacdo e recompensa
(BENTIVOGLIO; MORELLLI, 2005)

(3) via nigroestriatal, onde os neur6nios da substancia negra parte compacta enviam
projecdes para o estriado dorsal, sendo essa via a responsavel pelo controle dos movimentos
voluntarios (CARPENTER; PETER, 1972; DUNNETT, 2005).

(4) via tuberoinfundibular, que conecta o ndcleo infundibular & eminéncia mediana da
glandula pituitaria. Esta via esta relacionada ao controle da producéo de prolactina (LYONS;
HELLYSAZ; BROBERGER, 2012).
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Via Mesolimbica Via Tuberoinfundibular

Figura 2: Vias dopaminérgicas no cérebro humano. Adaptado de Psychopharmacology Institute - First-

PSYCHOPHARMACOLOGY
INSTITUTE

Generation Antipsychotics: An Introduction http://psychopharmacologyinstitute.com/antipsychotics/first-

generation-antipsychotics/

As acdes fisiologicas da dopamina sdo mediadas por receptores transmembranas
acoplados a proteina G. Em humanos sdo encontrados cinco receptores divididos em duas
familias: D1 e D2, sendo assim divididos devido as caracteristicas farmacoldgicas e a interacdo
com a enzima adenilato ciclase (AC), enzima responsavel pela modulacdo da adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico (cAMP) que controla diversas fases da cascata de sinalizacdo
(KEBABIAN; CALNE, 1979; NEVE; SEAMANS; TRANTHAM-DAVIDSON, 2004).

A familia D1, compreende os receptores D1 e D5, que estdo presentes no terminal pds-
sinaptico e estdo associados a proteina G estimulatoria (Gs), se assemelham por terem o terceiro
loop citoplasmastico curto e uma grande cauda C-terminal. O receptor D1 estad distribuido
principalmente nas areas nigroestriatais, mesolimbica e mesocorticais (MISSALE et al., 1998).
O receptor D5 possui maior afinidade pela dopamina, porem, tem uma menor densidade no
cérebro de mamiferos em comparacao com o receptor D1, encontra-se em regides como o cortex
pré-frontal, cértex pré-motor, substancia negra, hipotalamo, hipocampo e giro denteado.

A familia D2, compreende os receptores D2, D3 e D4, estd associada a proteina G
inibitoria (Gi) (NEVE; SEAMANS; TRANTHAM-DAVIDSON, 2004). Esses receptores se
encontram tanto nos terminais pré-sinapticos como nos pds-sinapticos e estdo presentes no

estriado, nlcleo accumbens e tubérculo olfatério. Sdo ainda encontrados, em menor densidade
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na substancia negra, VTA, hipotalamo, &reas corticais, septum, amigdala e hipocampo
(MISSALE et al., 1998; SEEMAN, 2006). Estes receptores apresentam o terceiro loop
citoplasmastico longo e uma cauda C-terminal curta, ao contrario dos receptores da familia D1
(MISSALE et al., 1998).

A ativacdo de receptores D1 (Fig. 3) promove formacdo de AC que forma o segundo
mensageiro cAMP e, consequentemente, leva a ativagdo da proteina quinase A (PKA)
aumentando a fosforilacdo da Fosfoproteina Regulada por Dopamina de 32 kD (DARPP-32)
(NEVE; SEAMANS; TRANTHAM-DAVIDSON, 2004). A DARPP-32 tem um importante
papel na integracdo da sinalizacdo intracelular (SVENNINGSSON et al., 2004), pois é um
potente inibidor da proteina fosfatase-1 (PP-1) que é responsavel por desfosforilar diversas
proteinas com amplas funcdes celulares (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011,
SVENNINGSSON et al., 2004). Além disso, a DARPP-32 integra a sinalizacdo intracelular por
ser regulada por diversos receptores de membrana, tais como, GABA e NMDA. A ativacdo dos
receptores dopaminérgicos D2 (Fig. 3), é conhecida por regular processos intracelulares que
sdo fundamentais para o neurodesenvolvimento, transcricdo de genes e proliferacdo celular,
inibindo a formacdo de AC e consequentemente diminuindo a ativacdo de CAMP e PKA e
reduzindo a fosforilagdo DARPP-32 (NEVE; SEAMANS; TRANTHAM-DAVIDSON, 2004).
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Comportamentos dependentes de dopamina

Figura 3: Cascata de sinalizagdo intracelular apés a ativacdo dos receptores dopaminérgicos. Adaptado
de SOUZA e TROPEPE, 2011

Além de modular a via CAMP/DARPP-32, Beaulieu et al., 2005, demonstraram que
receptores da familia D2 também modulam a via Akt/GSK3 através da formacdo do complexo
PP-2A/beta-arrestina, alterando respostas comportamentais. Com a ativacdo do receptor D2,
este complexo € formado e a Akt fica inativa, aumentando assim, a atividade do glicogénio

quinase 3 (GSK-3p) que favorece a expressdo de comportamentos associados a dopamina.

1.4 Dopamina no neurodesenvolvimento

O inicio da sintese de dopamina e da expressao dos seus receptores ocorre ja durante o
desenvolvimento fetal dos mamiferos (ARAKI, K.Y., SIMS, J.R., AND BHIDE, 2007;
SHEARMAN; ZEITZER; WEAVER, 1997). Em humanos, os neurdnios dopaminérgicos
surgem por volta da 62 - 82 semana de gestacdo (SUNDSTROM et al., 1993) e em camundongos

por volta dos dias 10 — 15 de gestagdo, ocorrendo mais cedo em fémeas do que em machos
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(SEIGER; OLSON, 1973). Apesar de comegarem a ser expressas no inicio do desenvolvimento
embrionario, as inervagGes dopaminérgicas somente se tornardo maduras no final da
adolescéncia. Em camundongos, isso ocorre por volta do dia pos-natal 60 (MONEY;
STANWOOD, 2013). Esse longo amadurecimento, permite uma larga janela de periodo critico
no desenvolvimento, onde alguma alteracdo pode induzir efeitos a longo prazo.

No cérebro de embrides a ativacao dos receptores dopaminérgicos modula a migracao,
proliferacdo e diferenciacdo neuronal, sugerindo que o equilibrio fisioldgico na ativacdo dos
receptores dopaminérgicos seja importante para o desenvolvimento do cérebro (CRANDALL
et al., 2009; MONEY; STANWOOD, 2013; SOUZA; ROMANO-SILVA; TROPEPE, 2011).
Os receptores dopaminérgicos, principalmente D3, sdo muito expressos durante o
desenvolvimento do cérebro, principalmente nas zonas germinativas neuroepiteliais, que sdo
ativamente envolvidas na neurogénese no prosencéfalo basal, dando base para a hipbtese de
que a dopamina desempenha um papel no desenvolvimento do cérebro durante a neurogénese
(DIAZ et al., 1997). Além disso, niveis elevados dos receptores D1 foram encontrados no
cérebro de camundongos no periodo perinatal. A ativacdo desses receptores modula a
transcricao de diversos genes. Portanto, a ativacdo anormal do sistema dopaminérgico durante
um periodo critico de desenvolvimento, pode gerar alteracbes duradouras (HERLENIUS;
LAGERCRANTZ, 2004).

O desequilibrio na sinalizacdo dopaminérgica afeta diversos comportamentos, o que é
observado em pacientes com transtornos psiquiatricos, tais como esquizofrenia, déficit de
atencdo de hiperatividade, transtorno bipolar, dentre outros. Além disso, estudos demonstraram
que pacientes com diversos disturbios psiquiatricos apresentam alteracGes no desenvolvimento
do cérebro, antes mesmo dos sintomas aparecerem (INSEL, 2010), evidenciando um problema
neurodesenvolvimental. Existe a probabilidade de que mesmo um desequilibrio transitério dos
niveis de dopamina durante o desenvolvimento do cérebro poderia gerar prejuizos duradouros
na estrutura e funcdo do cérebro maduro (JONES et al., 2000; SHEARMAN; ZEITZER;
WEAVER, 1997).

1.5 Estresse e a sinalizacdo dopaminérgica
Os sistemas de neurotransmissao no cerebro, em resposta ao estresse agudo, agem de
forma a manter o organismo em alerta para enfrentar os desafios. Ja a resposta prolongada do

organismo ao estresse, promove componentes adaptativos de forma a retornar ao estado de
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homeostase do organismo. Portanto, as alteracdes na liberacdo de neurotransmissores séo
importantes para a resposta do organismo ao estresse.

O estresse agudo provoca um aumento na liberacéo de dopamina nas vias mesolimbica
e mesocortical. Estudos mostram niveis elevados de dopamina no estriado, no nicleo acumbens
e no cortex pré-frontal em resposta a um estresse agudo (PRUESSNER, 2004; TIDEY;
MICZEK, 1996; VALENTI; GILL; GRACE, 2012). O aumento dos niveis de dopamina na via
mesolimbica, se da principalmente pela ligacdo de glicocorticoides a seus receptores
localizados no cértex pre-frontal, resultando em déficits cognitivos (BUTTS et al., 2011). Além
disso, estudos mostraram que o tratamento agudo com glicocorticéides, produto final da
ativacdo do eixo HPA, foi capaz de aumentar a atividade dos neurdnios dopaminérgicos
(PIAZZA et al., 1996). Dados sugerem que o aumento do efluxo de dopamina € acionado pela
ativacdo de receptores NMDA no hipocampo ventral, que é estimulado diretamente pelo cortex
pré-frontal, levando a ativacdo dos neurénios dopaminérgicos na VTA (BUTTS et al., 2011;
LEGAULT; WISE, 1999). O hipocampo ventral € a principal area associada com a regulagéo
negativa do eixo HPA. Além disso, o hipocampo ventral ndo esta somente associado a resposta
ao estresse, mas pode também regular emocao e comportamento afetivos, portanto, representa
um local de convergéncia do estresse com sintomas associados as doengas neuropsiquiatricas
(LODGE; GRACE, 2011).

O estresse agudo leva ao aumento da atividade dos neur6nios dopaminérgicos na VTA
logo apds a ocorréncia do evento estressor (VALENTI; LODGE; GRACE, 2011). Porém,
algumas horas ap6s o estresse agudo ou 0 estresse cronico gerou uma diminuicédo da atividade
dos neurdnios dopaminérgicos na VTA, na amigdala e no hipocampo ventral (CHANG,;
GRACE, 2013; LIN et al., 2016; MOORE; ROSE; GRACE, 2001; VALENTI; GILL; GRACE,
2012). Estas alteracfes indicam que ao contrario do estresse agudo, que ativa o0 sistema
dopaminérgico nas vias mesolimbica e mesocortical, o estresse crénico ou um tempo apds o
estresse agudo conduz a uma redugdo no nimero de neurdnios dopaminérgicos ativos, sendo
este um processo fisiologico de adaptacdo ao estresse. Além disso, a administracdo de
antagonista dos receptores noradrenérgicos tanto sistemicamente, quanto intra-amigdala
basolateral (BLA) reverteu essa diminuicdo da atividade dos neurdnios dopaminérgicos,
sugerindo que os sistemas noradrenégico e dopaminérgico interagem para gerar uma resposta
apropriada a eventos estressores (CHANG; GRACE, 2013). E provavel que a agio

noradrenérgica sobre os neurdnios dopaminérgicos da VTA seja modulada pela BLA.
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Uma explicacdo para esses efeitos no sistema dopaminérgico seria que o aumento
imediato na atividade dos neur6nios dopaminérgicos logo apds o evento estressor poderia
facilitar a fuga, e a posterior atenuacdo da atividade desses neurénicos poderia impedir uma
segunda ocorréncia do evento estressor. Por isso, € importante compreender o papel do sistema
dopaminérgico dentro do complexo mecanismo dos efeitos gerados pelo estresse crénico

durante o desenvolvimento.
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2. JUSTIFICATIVA

O estresse durante o desenvolvimento € um dos principais fatores que culminam em
alteracbes comportamentais, morfologicas e estruturais no cérebro, podendo aumentar a
probabilidade do individuo desenvolver alguns distarbios neuropsiquiatricos. Diversos estudos
mostraram que adultos que sofreram algum tipo de estresse durante 0s primeiros anos de vida
apresentavam déficit cognitivo e maiores probabilidades de desenvolverem distarbios de
ansiedade e depressdo. Além disso, estudos de neuroimagem estrutural mostraram alteracGes
em diversas areas no cérebro de pessoas que passaram por estresse crénico durante a infancia.
Estes resultados indicam que o estresse sofrido durante o neurodesenvolvimento tem efeitos

duradouros que se estendem para a idade adulta.

As vias de sinalizacdo dopaminérgica modulam diversas funcdes vitais do sistema
nervoso, entre as quais estdo o controle motor, a memoria, atencdo, aprendizado, aspectos
afetivos e de recompensa, etc. Estudos tém mostrado o envolvimento da dopamina na etiologia

de diversos transtornos psiquiatricos e sua importancia para o desenvolvimento do cérebro.

O estresse pode alterar as vias de sinalizacdo dopamineérgica, essas alteracdes sugerem
que o desenvolvimento de vias neurais pode ser permanentemente alterado como resultado do
estresse sofrido em um periodo critico de neurodesenvolvimento. O mau desenvolvimento
destas vias pode favorecer o desenvolvimento de esquizofrenia e outros distlrbios
neuropsiquiatricos. Deste modo, torna-se essencial o0 melhor entendimento do papel do sistema

dopaminérgico sobre os efeitos gerados pelo estresse durante o desenvolvimento.

Dados mostram que o estresse cronico diminui a ativacdo dos neurdnios dopaminérgicos
nas vias mesolimbica e mesocortical com isso, neste trabalho, espera-se que o tratamento com
L-Dopa durante o estresse crénico de separacdo maternal reverta os efeitos comportamentais,
em animais pré-puberes, gerados pela diminuicdo da sinalizacdo dopaminérgica. N0ss0s
resultados poderdo contribuir para a elucidacdo do papel da dopamina sobre as alteracdes

fisiolégicas e comportamentais geradas pelo estresse.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o papel do sistema dopaminérgico sobre os efeitos gerados pelo estresse no

inicio da vida em animais jovens.

3.2 Objetivos especificos

Verificar os efeitos do tratamento com L-Dopa durante o estresse pos-natal na memoria
de curta e longa duracdo em camundongos machos e fémeas pré-puberes.

Verificar os efeitos do tratamento com L-Dopa durante o estresse pds-natal sobre a
atividade locomotora de camundongos machos e fémeas pré-puberes.

Verificar os efeitos do tratamento com L-Dopa durante o estresse pds-natal sobre o
comportamento tipo-ansioso de camundongos machos e fémeas pré-puberes.

Verificar os efeitos do tratamento com L-Dopa durante o estresse pds-natal sobre o
comportamento tipo-compulsivo de camundongos machos e fémeas pré-puberes.

Verificar os efeitos do tratamento com L-Dopa durante o estresse pos-natal sobre o
comportamento tipo-depressivo de camundongos machos e fémeas pré-puberes.

Verificar se os efeitos do estresse pos-natal e do tratamento com L-Dopa foram capazes

de alterar o volume do hipocampo de camundongos machos e fémeas pré-plberes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos C57/BL6 fémeas e machos como matrizes, com idade
entre 8 e 12 semanas. Os animais foram mantidos em gaiolas dentro de uma estante ventilada
com temperatura ambiente de 22 £1°C e umidade 40-70%, em ciclo claro-escuro de 12/12
horas, e tiveram livre acesso & ragio e agua. O Comité de Etica em Experimentacio Animal da
UFMG aprovou todos o0s experimentos, sob o protocolo n°® 86/2016.

Os animais foram colocados para o cruzamento na proporc¢éo de 2 fémeas para 1 macho,
durante 7 dias. Apos esse periodo, as fémeas eram deixadas aos pares nas suas caixas, sendo
separadas no provavel 19° dia de gestacdo. Ap0Os 0 hascimento, a ninhada foi mantida junto com
a mae, e depois do 22° dia pos-natal, os filhotes eram separados de acordo com 0 sexo e
mantidos sob as condicdes citadas acima.

Para que os animais fossem identificados de acordo com o tratamento recebido, eles
tinham uma parte dos dedos indicador e minimo das patas dianteiras, direitas e esquerdas
cortados de acordo com o grupo que pertenciam. O nimero de animais por ninhada foi mantido

entre 4 e 6.

4.2 Procedimento Experimental

Os animais foram divididos em seis grupos: (1) sem separa¢do maternal e sem
tratamento farmacoldgico (Naive); (2) animais tratados intraperitonealmente com solugéo
salina (SAL); (3) animais tratados com 50mg/Kg de L-Dopa (Sigma - Aldrich, D-1507) com
25mg/Kg de benserazida (Sigma — Aldrich, B-7283) um inibidor da degradacéo periférica de
L-Dopa (DOPA); (4) animais que passaram pelo protocolo de separa¢do maternal (SM); (5)
animais que passaram pelo protocolo de separacdo maternal e tratados com salina (SM+SAL);
(6) animais que foram tratados com L-Dopa e benserazida durante o protocolo de separacéo
maternal (SM+DOPA).

Ao todo foram utilizadas 20 fémeas e 11 machos Naive, 10 fémeas e 14 machos SAL,
12 fémeas e 14 machos DOPA, 14 fémeas e 19 machos SM, 20 fémeas e 13 machos SM + SAL
e 22 fémeas e 16 machos SM + DOPA. As ninhadas foram separadas de forma que em cada

uma delas continha animais de diferentes grupos, com exce¢do da ninhada Naive. Assim,
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animais SAL e DOPA ou SM, SM + SAL e SM + DOPA pertenciam a mesma ninhada, devido
a isso, houve uma diferenca grande no numero de animais por grupo.

Do dia pos-natal 2 (P2) ao dia pds-natal 14 (P14) os filhotes receberam as injecOes de
L-Dopa ou de salina e logo em seguida foram expostos ao protocolo de separacdo maternal. Os
animais foram separados diariamente da mée por 180 minutos. Durante a separagdo maternal
0s animais da mesma ninhada foram mantidos juntos e aquecidos a uma temperatura de 32°C +
2°C. Todos os animais foram pesados nos dias P2, P8, P15, P22 e P29.

Delineamento experimental

T — T T T

P1 P2 P14 P22 P29 P34 P36

Separacdo maternal ] Desmame e sexagem Testes RME
Tratamento farmacoldgico comportamentais  Eutanasia

Figura 4: Procedimento experimental.

4.3 Testes Comportamentais

Ao completarem quatro semanas o0s animais foram submetidos aos testes
comportamentais, visando avaliar alteracfes na manifestacdo fenotipica comportamental em
decorréncia do tratamento. Todos os protocolos foram conduzidos durante a fase clara do ciclo.

Os testes comportamentais foram realizados com machos e fémeas separadamente assim
que completaram 30 dias. Todos os animais passaram por todos 0s testes comportamentais na
seguinte ordem: reconhecimento do objeto novo, atividade locomotora, labirinto em cruz

elevado, enterrar bolinhas na maravalha e teste de nado forgado.

4.3.1 Reconhecimento do objeto novo (RON)
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A tarefa de Reconhecimento do Objeto Novo (RON) acessa uma memdria ndo espacial
dependente de hipocampo (FERNANDEZ et al., 2008; PEREIRA et al., 2014) e baseia-se na
premissa de que camundongos tém preferéncia natural por novidade. O protocolo utilizado foi
descrito por GRESACK; FRICK, 2006. A habituacéo foi realizada no primeiro dia, no qual os
animais foram colocados em uma caixa de plastico (50cm x 40cm x 20 cm) e tiveram 10
minutos para livre exploragdo. A fase de treino foi realizada 24hs depois da habituagdo. Os
grupos foram reabituados durante 1 minuto na caixa e foram apresentados a dois objetos
idénticos. O tempo de investigacdo em ambos 0s objetos ate atingir 30s totais de exploracao foi
mensurado. Foi quantificado como exploracdo todas as vezes que o animal tocou o objeto com
as patas dianteiras, nariz ou com as vibrissas. Para testar a memoria de curta duragdo, 1 hora e
meia apds o treino, um dos objetos familiar ao animal foi trocado por um objeto novo. Para
testar a memoria de longa duracdo, 24 horas apds o treino, os animais foram novamente
reabituados durante 1 minuto e expostos a um objeto familiar e um objeto novo. Em ambos os
testes, o tempo utilizado para acumular 30 segundos de exploracéo dos objetos foi registrado.
A caixa foi higienizada com alcool 70% a cada novo teste para prevenir adaptacdes olfativas.
Para a escolha dos objetos foram considerados o peso e a altura apropriados, para se evitar tanto
0 movimento do animal sobre o objeto quanto 0 movimento do objeto da sua posi¢éo inicial.

O coeficiente de exploracdo do objeto novo foi calculado dividindo-se o tempo de
exploracdo do objeto novo sobre o tempo de exploracao total.

4.3.2 Campo aberto (CA)

Utilizou-se o sistema automatizado (Actitrack v2.7.13.) para mensurar a atividade
locomotora e exploratéria dos animais. O aparato consiste em uma arena em acrilico que é
acoplada a um sistema externo de infravermelho (25x25cm). Este sistema permite monitorar a
distancia total percorrida horizontalmente pelo animal, o tempo de exploracdo nas divisdes
feitas na arena (centro e periferia) e sua exploracao vertical. O animal permaneceu na arena por
20 minutos em livre exploracdo. A caixa foi higienizada com alcool 70% antes que um novo
teste fosse iniciado (BRANCHI; ALLEVA; COSTA, 2002).

4.3.3 Labirinto em cruz elevado (LCE)
O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um método comumente utilizado para avaliar o

comportamento do tipo-ansiedade. O aparato utilizado para a realizagéo do teste consiste em
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um labirinto de acrilico em forma de cruz, elevado a 30cm do solo, sendo dois bragos abertos
(30cm comprimento) e dois fechados (30cm de comprimento e altura de 50cm). A premissa do
teste é a que animais que exibem o comportamento tipo-ansioso tendem a permanecer por
menos tempo nos bracos abertos do labirinto. Durante 5 minutos os animais exploraram
livremente o labirinto e o tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados, 0 nimero de
rearings, comportamento em que o animal se apoia nas patas traseiras para explorar o ambiente
verticalmente, dippings, quando o animal explora o ambiente colocando a cabeca para fora dos
bracos abertos, e a porcentagem de entradas no brago aberto foi mensurado (LISTER, 1987,
PELLOW et al., 1985).

4.3.4 Enterrar bolinhas na maravalha (EBM)

O teste de Enterrar Bolinhas na Maravalha (EBM) € um teste utilizado para detectar o
comportamento do tipo-compulsivo. Os animais foram individualmente colocados em uma
caixa de acrilico (37cm x 21cm x 14cm) contendo 20 bolinhas de gude separadas entre si. A
bolinhas foram colocadas por cima da maravalha, que foi colocada a uma profundidade de 5cm
na caixa. A duracdo do teste foi de 20min e ao final foi mensurado o nimero de bolinhas, no
minimo 2/3 enterradas na maravalha. O comportamento do tipo-compulsivo e atribuido ao
maior nimero de bolas de gude enterradas (THOMAS et al., 2009).

4.3.5 Nado forgado (NF)

O teste de nado forcado (NF) é uma tarefa utilizada para se avaliar o comportamento
tipo-depressivo em roedores e foi conduzido como descrito por PORSOLT; LE PICHON;
JALFRE, 1977. Os animais foram individualmente colocados em um cilindro de vidro vertical
(17cm de diametro x 27 cm de altura) contendo agua na temperatura de 26°C a 28°C. Os animais
se movimentavam livremente na agua e 0s seguintes comportamentos foram quantificados:
tempo de escalada, frequéncia de escalada, tempo de nado, frequéncia de nado e o tempo de

imobilidade, frequéncia de imobilidade e laténcia para a imobilidade durante 6 minutos.

4.4 Ressonancia Magnética Estrutural (RME)
Os animais foram submetidos a analise do volume do cérebro pela técnica de

ressonancia magnética estrutural (RME), a fim de verificar se existem alteragdes morfologicas
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no cérebro desses animais. Foram inicialmente anestesiados com isofurano (indugdo a 3% e
manutencdo a 1.5%) e oxigénio (2.5%), liberados na mascara facial acoplada ao nariz do
animal. A cabeca do animal foi fixada a um suporte para evitar artefatos de movimento durante
as analises.

As imagens foram obtidas utilizando-se um magneto de 4.7T NMR (Oxford Systems)
controlado por console de imagens UNITY Inova-200 (Varian). O protocolo de imaginologia
consistiu em imagens de multiplas varreduras coronais (TR-300ms, TE=50ms), 20 continuas,
1mm de espessura.

As anélises foram feitas utilizando-se o programa Image J.

4.5 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com os programas SigmaPlot 11.0
e GraphPad Prism 6. Para as analises do volume do hipocampo, foi utilizada a analise de
variancia de uma via (One way ANOVA). Para o0s testes comportamentais e de ganho de peso,
foi utilizado a andlise de variancia de duas vias (Two way ANOVA). Foi utilizado Tukey como
teste de comparacdo de médias dos tratamentos. O nivel de significancia usado foi p < 0.05. As
figuras mostram os graficos com as barras demonstrando a média + SEM (erro padrdo das
médias). As figuras demonstram diferencas significativas por meio do simbolo (* p <0.05). As
tendéncias a diferenca significativa foram apresentadas pelo simbolo (# p < 0.1). O nimero

amostral de cada grupo esta indicado nas barras referentes a cada grupo.

33



5. RESULTADOS

5.1 O estresse cronico por separacdo maternal e/ou o tratamento
crénico com L-Dopa durante o desenvolvimento ndo alteraram o ganho de

peso dos camundongos pré-puberes

Né&o foram observadas interacdes entre os fatores tratamento/estresse e idade (F (20,492)
= 0.12 p = 0.18). Também ndo observamos diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais (F (5,123) = 0.43 p = 0.82). No entanto, observamos diferengas significativas no
peso dos animais ao longo dos dias (F (4,492) = 0.44 p < 0.0001), o que indica que todos 0s

animais cresceram com o passar das semanas de forma linear (Fig. 6)

15-
-+ SM + DOPA
= SM + SAL
__10- -&- SM
2 - DOPA
§ = SAL
o 5 -©- Naive
0 1 1 ] | |

1
K2 o )
R Y QY
Idade
Figura 5: Efeito do estresse crénico por separa¢do maternal e/ou do tratamento crénico com L-Dopa durante o
desenvolvimento no ganho de peso. Os grupos de animais Naive (n = 21), SAL (n = 18), DOPA (n = 22), SM (n

= 23), SM+SAL (n = 20) e SM+DOPA (n = 25), foram pesados nos dias P2, P8, P15, P22 e P29. Média + SEM;
Two Way ANOVA.
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5.2 O estresse cronico por separacdo maternal e/ou o tratamento com
L-Dopa durante o desenvolvimento nédo alteraram a memdria de curta nem

a de longa duracdo em camundongos machos e fémeas pré-puberes
Para verificar se o estresse crénico e/ou o tratamento com L-Dopa durante o
desenvolvimento foram capazes de alterar a memaria ndo espacial dependente de hipocampo,

fizemos o teste de memoria de reconhecimento de objeto novo.

5.2.1 Memoria de curta duracéo

N&o foram detectadas interacOes entre os fatores tratamento e estresse cronico em
machos (F (2,62) =1.33 p =0.27) nem em fémeas (F (2,78) = 0.53 p = 0.58) atraveés da ANOVA
de duas vias. Também ndo observamos diferencas significativas na memdria de curta duragédo
nos fatores tratamento de machos (F (2,62) = 0.15 p = 0.85) e fémeas (F (2,78) = 0.76 p = 0.46),
e nem no fator estresse de machos (F (1,62) = 0.025 p = 0.87). J4, no fator estresse, foi detectado
diferenca entre grupos em relacdo a memoria de curta duracdo em fémeas (F (1,78) =6.40p =
0.01) (Fig. 7 A e C). Porem, no teste de comparacdes multiplas Tukey, ndo foi detectada

diferenca entre os grupos.

5.2.2 Memodria de longa duracéo

Assim como na memdria de curta duracdo, as analises da ANOVA de duas vias nao
detectaram interacdes entre os fatores tratamento e estresse crénico na memoria de longa
duracgéo de animais machos (F (2,62) = 1.04 p = 0.59) e fémeas (F (2,78) = 1.46 p = 0.23).
Também ndo observamos diferencas significativas na memdria de longa duracdo nos fatores
tratamento de machos (F (2,62) = 0.25 p = 0.77) e fémeas (F (2,78) = 1.11 p = 0.33), e no fator
estresse de machos (F (1,62) = 0.92 p = 0.34) e fémeas (F (1,78) = 1.47 p=0.22) (Fig. 7 A e
C).

Portanto, os animais machos e fémeas pré-puberes que passaram pelo tratamento
cronico com L-Dopa e/ou pelo estresse cronico de separacdo maternal durante o
desenvolvimento, ndo apresentam alteracdes na memdria ndo espacial dependente de

hipocampo, tanto de curta (Fig. 7 A e C) quanto de longa duracdo (Fig. 7 B e D).
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Figura 6: Efeito do estresse crénico por separa¢do maternal e/ou do tratamento crénico com L-Dopa durante o

desenvolvimento a memdria ndo espacial dependente de hipocampo de curta e longa duracdo. Fémeas (A-B) e
machos (C-D) Naive, SAL, DOPA, SM, SM+SAL e SM+DOPA passaram pelo teste de memodria de
reconhecimento de objeto novo. Média + SEM; Two Way ANOVA.
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5.3 O estresse cronico por separacdo maternal e/ou o tratamento
cronico com L-Dopa durante o desenvolvimento ndo alteram o

comportamento motor de camundongos machos e fémeas pré-puberes
Investigamos se o estresse cronico por separacdo maternal e/ou tratamento crénico com
L-Dopa durante o desenvolvimento foram capazes de alterar o comportamento locomotor
exploratorio de animais machos e fémeas pré-puberes. Para isso, 0s animais foram submetidos
ao teste de Campo Aberto e avaliamos a distancia total percorrida, o tempo de permanéncia no

centro, 0 numero de rearings e a velocidade média do animal.

5.3.1 Distancia total percorrida

Ao avaliarmos a distancia total percorrida, ndo observamos interacdes entre os fatores
tratamento e estresse crénico em machos (F (2,65) = 0.49 p = 0.60) nem em fémeas (F (2,82) =
2.52 p = 0.08). Também nado observamos diferencas significativas no tratamento em machos (F
(2,65) =0.38 p = 0.68) e fémeas (F (2,82) = 0.29 p = 0.74), e no estresse crénico em machos (F
(1,65) =0.057 p = 0.81) e fémeas (F (1,82) = 1.24 p = 0.26) (Fig. 8 A e E).

5.3.2 Tempo de permanéncia no centro

Ao avaliarmos o tempo que 0s animais permaneceram no centro da arena no teste de
campo aberto, ndo identificamos interacdes entre os fatores em machos (F (2,73) = 0.25 p =
0.77) e em fémeas (F (2,82) = 1.66 p = 0.19). Quando analisamos os fatores tratamento em
machos (F (2,73) = 0.52 p = 0.59) e em fémeas (F (2,82) = 0.76 p = 0.46), e no estresse crénico
em machos (F (1,73) = 2.40 p = 0.12) e em fémeas (F (1,82) = 2.27 p = 0.13) isoladamente,

também ndo observamos diferencas significativas (Fig. 8 B e F).

5.3.3 NUmero de rearings

Quando analisamos o0 numero de rearings em fémeas, observamos uma interagéo entre
os fatores (F (2,82) = 5.39 p = 0.006). Porém ndo observamos diferenca no tratamento (F (2,82)
= 1.71 p = 0.18) e no estresse cronico (F (1,82) = 0.091 p = 0.76) isoladamente. No teste de
comparagdes multiplas Tukey, detectamos que fémeas DOPA apresentaram um aumento de
30% no numero de rearings quando comparadas ao grupo Naive (p = 0,02) (Fig. 8C). Além

disso, vimos uma tendéncia nao significancia ao aumento de 32% no nimero de rearings das
37



fémeas DOPA em relagdo as fémeas SAL (p = 0,07). Ao avaliarmos esse mesmo
comportamento em machos, ndo observamos interagéo entre os fatores (F (2,73) = 0.10 p =
0.90). Também ndo vimos diferencas significativas no tratamento (F (2,73) =1.34 p=0.26) e
no estresse crénico (F (1,73) =0.079 p = 0.77) (Fig. 8G).

5.3.4 Velocidade média

No parametro velocidade média, ndo observamos interacdes entre os fatores em machos
(F (2,73) = 0.80 p = 0.45) e em fémeas (F (2,82) = 2.42 p = 0.09). Também ndo observamos
diferencas no fator tratamento em machos (F (2,73) = 0.37 p = 0.69) nem em fémeas (F (2,82)
=0.30 p = 0.73), e no estresse crénico em machos (F (1,73) = 0.031 p = 0.85) e em fémeas (F
(1,82) =1.13 p=0.29) (Fig. 8 D e H).

O tratamento cronico com L-Dopa e/ou o0 estresse cronico por separacdo maternal nao
foram capazes de alterar o comportamento motor de camundongos machos e fémeas. Porém, o
tratamento crénico com L-Dopa durante os 14 primeiros dias de vida foi capaz de aumentar o

namero de exploragdo vertical apenas em camundongos fémeas.
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5.4 Efeito do estresse cronico por separacdo maternal e/ou do
tratamento crénico com L-Dopa durante o desenvolvimento no

comportamento tipo ansioso de animais pré-puberes
Investigamos os efeitos do estresse cronico por separagdo maternal e do tratamento
cronico com L-Dopa durante o desenvolvimento no comportamento tipo ansioso em

camundongos machos e fémeas jovens. Para isso, 0s animais foram submetidos ao teste de LCE.

54.1 O tratamento com L-Dopa juntamente com o estresse de
separacdo maternal, aumentam o comportamento tipo ansioso em fémeas
pre-puberes

5.4.1.1 Entradas no bracgo aberto

Ao avaliamos a porcentagem de entradas no braco aberto, observamos uma interacao
entre os fatores tratamento e estresse (F (2,88) = 3.25 p = 0.04), e um efeito principal no
tratamento (F (2,88) = 3.68 p = 0.02) mas ndo no estresse croénico (F (1,88) = 0.38 p = 0.53).
No teste de comparacGes multiplas Tukey, observamos que fémeas SAL tiveram um aumento

de 31% na porcentagem de entradas no brago aberto quando comparadas as fémeas Naive (p =
0,02) (Fig.9A).

5.4.1.2 Tempo no brago aberto

No parametro tempo no brago aberto, observamos uma interagcdo entre os fatores (F
(2,88) = 6.19 p = 0.003) porém, quando analisamos os fatores isoladamente ndo observamos
diferencas significativas no tratamento (F (2,88) = 1.15 p = 0.32) nem no estresse cronico (F
(1,88) =0.032 p = 0.85). No teste de comparacGes multiplas Tukey, vimos que as fémeas DOPA
(p =0,09) e SM + SAL (p = 0,08) apresentam um aumento respectivamente de 41% e 31% no

tempo no brago aberto, quando comparadas com as fémeas Naive (Fig. 9B).

5.4.1.3 Numero de rearings

Quanto ao numero de rearings, a ANOVA de duas vias ndo detectou interacdo entre 0s
fatores (F (2,88) = 0.40 p = 0.66). Observamos um efeito principal do tratamento (F (2,88) =
6.76 p = 0.001), mas néo do fator estresse (F (1,88) = 0.038 p = 0.84). O grupo SM + DOPA
teve uma diminuicdo de 34% no numero de rearings em relacdo ao grupo Naive (p = 0,01) e
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uma tendéncia de diminuigdo de 32% em relacéo ao grupo SM (p = 0.05) demonstrados pelo
teste de comparacgdes multiplas Tukey (Fig. 9C).

5.4.1.4 Numero de dippings

A anélise ANOVA de duas vias ndo detectou interagdes entre o tratamento e o protocolo
de estresse cronico no parametro numero de dippings (F (2,88) = 2.62 p = 0.07). Ao analisar 0s
fatores separadamente, também nédo observamos diferencas no tratamento (F (2,88) =1.22 p =
0.30) nem no estresse cronico (F (1,88) = 0.10 p = 0.74). No teste de compara¢fes multiplas
Tukey, observamos uma tendéncia de reducao de 34% no nimero de dippings nas fémeas SM
+ DOPA em relacéo as fémeas SM (p = 0.07) (Fig. 9D).

5.4.1.5 Tempo no centro

O ultimo parédmetro analisado no teste de LCE foi 0 tempo no centro. Nesse parametro
ndo encontramos interacdes entre os fatores (F (2,88) = 0.44 p = 0.66). Também néo detectamos
diferencas quando analisamos os fatores tratamento (F (2,88) = 1.02 p = 0.36) e estresse cronico
(F (1,88) =0.31 p = 0.57) independentes (Fig. 9E).
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5.4.2 O estresse de separagdo maternal juntamente com o tratamento
com L-Dopa aumentam o comportamento tipo ansioso em machos pré-

puberes

5.4.2.1 Entradas no braco aberto

No parametro entradas no brago aberto, a ANOVA de duas vias ndo detectou interagéo
entre os fatores (F (2,68) = 2.33 p = 0.10). N&o foram observados efeitos do tratamento (F (2,68)
=0.08 p = 0.92) nem do estresse crénico (F (1,68) = 3.43 p = 0.06). No teste de comparacdes
multiplas Tukey, observamos uma tendéncia a diminuicdo de 20% no nimero de entradas no
brago aberto no grupo SM + DOPA em relacdo ao grupo DOPA (p = 0.07) (Fig. 10A).

5.4.2.2 Tempo no brago aberto

Ao analisarmos o tempo de permanéncia nos bragos abertos, verificamos uma interagcéo
entre os fatores (F (2,68) = 4.26 p = 0.01) com efeito principal no estresse (F (1,68) =109 p =
0.001) mas ndo no tratamento (F (2,68) = 1.75 p = 0.18). No teste de comparacdes multiplas
Tukey, vimos que machos DOPA apresentaram um aumento significativo de 44% no tempo de
permanéncia nos bragos abertos quando comparados com o grupo SM (p = 0.02), de 66% com
0 grupo SM + SAL (p = 0.003) e de 77% com o grupo SM + DOPA (p = 0.001). Também

observamos uma tendéncia de aumento de 44% em relacdo ao grupo SAL (p = 0.06) (Fig. 10B).

5.4.2.3 Namero de rearings

Ao analisarmos o nimero de exploracdes verticais dos animais, a ANOVA de duas vias
ndo detectou interacdo entre os fatores (F (2,68) = 0.29 p = 0.74). A analise detectou um efeito
no tratamento farmacoldgico (F (2,68) = 3.63 p = 0.03), mas nao detectou efeitos do protocolo
de estresse cronico (F (1,68) = 0.26 p = 0.61). Porém, o teste de comparagdes multiplas Tukey

ndo detectou diferencas entre os grupos (Fig. 10C).

5.4.2.4 Namero de dippings

No pardmetro numero de dippings, a ANOVA de duas vias identificou interagdo entre
os fatores (F (2,68) = 4.32 p = 0.01). Porém ndo identificou efeitos dos fatores tratamento (F
(2,68) = 0.87 p = 0.42) e estresse cronico (F (1,68) = 0.56 p = 0.45) isoladamente. No teste de

comparagfes multiplas Tukey, observamos que os camundongos SM + DOPA apresentaram
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uma reducédo de 43% nesse parametro ao compararmos com o grupo DOPA (p = 0.06) (Fig.
10D).

5.4.2.5 Tempo no centro

O ultimo parédmetro analisado no teste de LCE foi o tempo de permanéncia no centro do
aparato. A ANOVA de duas vias mostrou que ndo houve interacéo entre os fatores (F (2,68) =
0.02 p = 0.97). Também ndo observamos diferencas nos fatores tratamento (F (2,68) = 1.46 p
= 0.23) e estresse cronico (F (1,68) =2.93 p = 0.09) (Fig. 10E).
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55 Estresse cronico por separacdo maternal durante o
desenvolvimento e/ou o tratamento cronico com L-Dopa ndo alteram o

comportamento tipo compulsivo em animais machos e fémeas pré-puberes
Para avaliarmos o comportamento tipo compulsivo nos camundongos que passaram
pelo tratamento farmacologico e/ou pelo estresse crbénico durante o desenvolvimento,
submetemos os grupos de animais ao teste de enterrar bolinhas na maravalha. Ao avaliarmos o
numero de bolinhas enterradas, ndo observamos interacdes entre os fatores tratamento e estresse
crénico em machos (F (2,74) = 0.55 p = 0.57) e em fémeas (F (2,92) = 0.30 p = 0.73). Também
ndo observamos diferencas significativas no fator tratamento em machos (F (2,74) =0.043 p =
0.95) e fémeas (F (2,92) = 1,77 p = 0.17). Observamos um efeito principal no estresse cronico
tanto em machos (F (1,74) = 6.37 p = 0.01) quanto em fémeas (F (1,92) = 7.20 p = 0.008) (Fig.

11 A e B). Porém, o teste de comparacGes multiplas Tukey ndo detectou diferencas entre 0s

grupos.
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Figura 10: Efeito do estresse crénico por separagdo maternal e do tratamento crénico com L-Dopa durante o
desenvolvimento no comportamento tipo impulsivo. Fémeas (A) e machos (B) Naive, SAL, DOPA, SM, SM+SAL
e SM+DOPA foram testados pelo teste de enterrar bolinhas na maravalha. Média + SEM; Two Way ANOVA.

46



5.6 Efeito do estresse cronico por separacdo maternal e do tratamento
cronico com L-Dopa durante o desenvolvimento no comportamento tipo

depressivo de animais pré-puberes
Para investigarmos os efeitos do estresse cronico por separacdo maternal e do tratamento
cronico com L-Dopa durante o desenvolvimento no comportamento tipo depressivo,

submetemos os animais machos e fémeas jovens ao teste de NF.

5.6.1 O tratamento crbnico com L-Dopa durante o desenvolvimento

diminuiu o comportamento tipo depressivo em fémeas pré-puaberes

5.6.1.1 Laténcia

Ao analisarmos a laténcia, a ANOVA de duas vias ndo detectou interacdo entre os
fatores (F (2,83) = 1.88 p = 0.57). N&o houve efeito do tratamento (F = (2,83) = 2.34 p = 0.10)
nem do estresse cronico (1,83) = 0.31 p = 0.57) (Fig. 12A).

5.6.1.2 Frequéncia de imobilidade

No parametro frequéncia de imobilidade a ANOVA detectou interacdo entre os fatores
(F (2,83) = 3.29 p = 0.04) com efeito principal do tratamento (F (2,83) = 3.24 p = 0.04), mas
ndo do estresse cronico (F (1,83) = 3.26 p = 0.07). No teste de compara¢des multiplas Tukey,
observamos que as fémeas do grupo DOPA tiveram uma reducdo significativa de 47% na
frequéncia de imobilidade aos compararmos com o grupo SM (p = 0.02), e de 43% quando
comparadas com o grupo SM + DOPA (p = 0.03). Também observamos uma tendéncia de
reducdo de 41% em relacéo ao grupo Naive (p = 0.09) e de 45% em relagéo ao grupo SAL (p
=0.06) (Fig. 12B).

5.6.1.3 Tempo imovel

Em relagdo ao tempo imovel, a ANOVA de duas vias mostrou uma interagéo entre os
fatores (F (2,83) = 4.74 p = 0.01), sem efeitos do tratamento (F (2,83) = 1.14 p = 0.32) bem
como do estresse cronico (F (1,83) = 0.01 p = 0.88). No teste de comparac¢Ges multiplas Tukey,
observamos uma tendéncia a diminuicdo de 63% nas fémeas DOPA em relacgdo as fémeas SAL
(p = 0.06) (Fig. 12 C).

5.6.1.4 Tempo de nado
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Assim como no tempo imovel, detectamos interacdo entre os fatores (F (2,83) = 3.59 p
= 0.03) no parametro tempo de nado. N&o foram detectados efeitos dos fatores tratamento (F
(2,83) =0.82 p = 0.44) e estresse (F (1,83) = 2.00 p = 0.16). No teste de comparagdes multiplas
Tukey, vimos uma tendéncia a reducédo de 14% no tempo de nado dos camundongos do grupo
SM + DOPA em relagdo ao grupo DOPA (p = 0.053) (Fig. 12D).

5.6.1.5 Frequéncia de climbing

No parametro frequéncia de climbing, a ANOVA de duas vias mostrou que nao existe
interacdo entre os fatores (F (2,83) = 2.97 p = 0.056) bem como n&o detectamos efeito do fator
tratamento (F (2,83) = 1.01 p = 0.36). Porém, a ANOVA detectou uma diferenca no fator
estresse cronico (F (1,83) = 23.71 p < 0.0001). No teste de comparacdes multiplas Tukey,
observamos um aumento de 119% na frequéncia de climbing no grupo SM (p = 0.02), de 138%
no grupo SM + SAL (p = 0.003) e de 151% no grupo SM + DOPA (p = 0.0006) em relacéo ao
grupo SAL. Também observamos um aumento de 89% da frequéncia de climbing no grupo SM
+ SAL (p =0.02) e de 99% no grupo SM + DOPA (p = 0.007) em relacdo ao grupo DOPA (Fig.
12E).

5.6.1.6 Tempo de climbing

A ANOVA de duas vias mostrou que ndo existe interacdo entre os fatores (F (2,83) =
0.53 p = 0.58) no parametro tempo de climbing. Mas demonstramos um efeito principal do fator
estresse (F (1,83) = 11.34 p = 0.001) e ndo do fator tratamento (F (2,83) = 0.14 p = 0.86). No
teste de comparagdes multiplas Tukey, observamos uma tendéncia de aumento de 266% no
tempo de climbing do grupo SM + SAL em relagdo ao grupo SAL (p = 0.08) (Fig. 12 F).
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5.6.2 O tratamento crénico com L-Dopa juntamente com o0 estresse
crénico por separacdo maternal aumenta o comportamento tipo depressivo

em machos pré-puberes

5.6.2.1 Laténcia

Por meio da anélise de ANOVA de duas vias foi possivel verificar que ndo existe
interacdo entre os fatores (F (2,68) = 0.61 p = 0.54) no pardmetro laténcia. Assim como também
ndo existe diferencas significativas no fator tratamento (F (2,68) = 0.03 p = 0.96). Porém, existe
um efeito no fatore estresse (F (1,68) = 7.49 p = 0.007) que ndo foi detectado no teste de
comparagdes multiplas Tukey (Fig. 13A).

5.6.2.2 Frequéncia de imobilidade

Com relacdo a frequéncia de imobilidade, ndo houve interacdo entre os fatores (F (2,68)
=2.72 p =0.07). Também nao detectamos efeitos do tratamento (F (2,68) = 0.30 p = 0.74), mas
sim do fator estresse (F (1,68) = 15.71 p = 0.0002). No teste de comparagdes multiplas Tukey,
observamos um aumento de 95% na frequéncia de imobilidade do grupo SM + DOPA em
relacdo ao grupo SAL (p = 0.007) e de 105% em relacdo ao grupo DOPA (p = 0.003) (Fig.
13B).

5.6.2.3 Tempo imovel

N&o houve interacdo entre os fatores (F (2,68) = 0.27 p = 0.75) no tempo imovel, bem
como nao detectamos efeitos do tratamento (F (2,68) = 2.47 p = 0.09). Foram encontrados
efeitos apenas no fator estresse (F (1,68) = 4.23 p = 0.04). No teste de compara¢Ges multiplas

Tukey, ndo observamos diferencas entre os grupos (Fig. 13C).

5.6.2.4 Tempo de nado

No tempo de nado, ndo houve interacao entre os fatores tratamento e estresse cronico (F
(2,68) = 0.21 p = 0.80). A ANOVA de duas vias ndo mostrou interferéncia do fator tratamento
(F (2,68) =1.11 p = 0.33) mas sim do fator estresse cronico (F (1,68) = 6.97 p =0.01). No teste

de comparagOes multiplas Tukey, ndo detectamos diferenca entre os grupos (Fig. 13D).

5.6.2.5 Frequéncia de climbing
A ANOVA de duas vias demonstrou que existe interagdo entre os fatores (F (2,68) =

3.82 p = 0.02), bem como efeitos do tratamento (F (2,68) = 9.009 p = 0.0003) e do estresse
50



cronico (F (1,68) =5.37 p = 0.02). No teste de comparagdes multiplas Tukey, observamos que
machos do grupo DOPA apresentam uma reducdo significativa na frequéncia de climbing
quando comparados aos grupos Naive (p = 0.0002), SM (p= 0.0004), SM + SAL (p= 0.004),
SM + DOPA (p = 0.01) apresentam uma reducao significativa respectivo de 64%, 61%, 58% e
54% (Fig. 13E).

5.6.2.6 Tempo de climbing

Ao analisarmos o tempo de climbing, ndo identificamos interacdo entre os fatores (F
(2,68) = 0.13 p = 0.87). Nao identificamos efeitos no fator estresse (F (1,68) = 3.36 p = 0.07)
mas vimos um principal efeito do tratamento (F (2,68) = 5.15 p = 0.008). No teste de
comparagOes multiplas Tukey, demostramos um aumento significativo de 325% no tempo de

climbing no grupo SM em relacéo ao grupo DOPA (p = 0.0006) (Fig. 13 F).
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SM + DOPA

Figura 13: Resumo dos resultados comportamentais.
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5.7 O estresse cronico por separacdo maternal e o tratamento crénico

com L-Dopa durante o desenvolvimento nédo alteram o volume do hipocampo

em animais pré-puberes

O volume do hipocampo é sensivel ao estresse cronico durante o desenvolvimento

(RIEM et al., 2015). Assim, o volume do hipocampo foi quantificado em animais naive, SM,

SM+SAL e SM+DOPA, utilizando-se a técnica de RME. Por meio de ANOVA de uma via, foi

possivel identificar que nem o estresse durante a SM e nem o tratamento com L-Dopa durante

0 desenvolvimento alteram o volume do hipocampo total de machos (F (3,20) = 2,136 p =
0,133) e fémeas (F (3,18) = 1,796 p = 0,191) (Fig. 14C) e o volume do hipocampo ventral em

machos (F (3,20) = 1,912 p = 0,166) e fémeas (F (3,18) = 0,523 p = 0,673) (Fig. 14D).
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Figura 14: Efeito do estresse crénico por separagdo maternal e do tratamento crénico com L-Dopa durante o
desenvolvimento no volume do hipocampo. Os grupos de animais Naive, SM, SM+SAL e SM+DOPA, tiveram
seus hipocampos analisados por Ressonancia Magnética Estrutural. Imagens representativas do hipocampo dorsal
(A) e ventral (B). (C) Quantificacdo do volume do hipocampo total. (D) Quantificacdo do volume do hipocampo
ventral. Média £ SEM; Two Way ANOVA.

6. DISCUSSAO

Alteracbes, mesmo que transitérias, na sinalizacdo dopaminérgica durante o
desenvolvimento estdo associadas a modificagdes duradouras no cérebro, que podem levar a
diversos transtornos psiquiatricos (JONES et al., 2000). Além disso, 0 estresse cronico no inicio
da vida pode ser responsavel pelo surgimento desses transtornos, como ansiedade e depressédo
(BIFULCO; BROWN; ADLER, 1991; LUPIEN et al., 2009). O aparecimento dos transtornos
de ansiedade e depressdo em sua maioria se da durante a adolescéncia ou no inicio da fase
adulta. Sabe-se que o estresse cronico gera uma diminuicdo na liberacdo de dopamina nas vias
mesocortical e mesolimbica (MOORE; ROSE; GRACE, 2001; VALENTI; GILL; GRACE,
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2012). Com isso, resolvemos investigar se o tratamento com L-Dopa durante o
desenvolvimento seria capaz de alterar o comportamento de animais pré-paberes.
Posteriormente, investigamos os efeitos comportamentais gerados pelo estresse cronico de
separacdo maternal e se o tratamento com L-Dopa juntamente com o estresse seria capaz de
alterar o comportamento dos animais.

Vimos que o tratamento com L-Dopa, além de aumentar o comportamento exploratorio
(Fig. 8C), diminui o comportamento depressivo nas fémeas (Fig. 12). Em machos, observamos
que o tratamento com L-Dopa durante o desenvolvimento aumentou o tempo de permanéncia
no brago aberto (Fig. 10B) e diminuiu a frequéncia de climbing no NF (Fig. 13E). Portanto, os
resultados sugerem que os machos ficaram menos ansiosos. Com isso, sugerimos que o
tratamento com L-Dopa durante o desenvolvimento teria efeitos comportamentais dimorficos,
mas teria um efeito protetor em ambos 0s géneros.

J& o estresse de separacdo maternal em fémeas mostrou um aumento no tempo de
permanéncia nos bracos abertos (Fig. 9B), sugerindo diminuicdo do comportamento tipo
ansioso. Sugerimos a realizacdo de outros testes comportamentais para melhor entender os
efeitos da SM no comportamento em fémeas. No NF, vimos um aumento na frequéncia de
imobilidade em relacdo as fémeas DOPA (Fig. 12B), sugerindo aumento do comportamento
depressivo. Em machos, vimos uma diminui¢cdo no tempo de permanéncia nos bragos abertos
(Fig. 10B) e um aumento tanto na frequéncia (Fig. 13E) quanto no tempo de climbing (Fig.
13F) ao compararmos com os machos DOPA, sugerindo um aumento do comportamento tipo
ansioso.

Quando analisamos o tratamento com L-Dopa juntamente com o estresse de separagao
maternal, vimos que as fémeas no LCE mostraram uma diminuicdo da exploracdo (Fig. 9C e
D). No NF, vimos um aumento na frequéncia de imobilidade (Fig. 12B), uma diminui¢do no
tempo de nado (Fig. 12D) e aumento na frequéncia de climbing (Fig. 12E) comparados aos
animais DOPA, sugerindo um aumento do comportamento tipo ansioso e tipo depressivo.
Apesar de ter aumentado a frequéncia de imobilidade (Fig. 12 B), ndo encontramos diferencas
no parametro tempo de imobilidade (Fig. 12C). J& os machos, no teste LCE mostraram uma
diminuicdo do tempo de permanéncia nos bragos abertos (Fig. 10B), na porcentagem de
entradas nos bracgos abertos (Fig. 10A) e na exploracao (Fig. 10D) em relagdo ao grupo DOPA.
No NF os machos apresentaram um aumento na frequéncia de imobilidade (Fig. 13B) além de
um aumento na frequéncia de climbing (Fig. 13E) em rela¢do aos animais DOPA, sugerindo

gue esses animais possuem um aumento do comportamento tipo ansioso e tipo depressivo.
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Segundo o relatério da ONU de 2017, a depressdo e a ansiedade sdo mais
frequentemente encontradas em mulheres do que em homens (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Embora haja maior prevaléncia de depressao em mulheres, isso ndo
significa que homens ndo podem desenvolver o transtorno. Como vimos em nosso estudo, 0
aumento de dopamina juntamente com 0 evento estressor durante a infancia, pode ser
responsavel pelo desenvolvimento de depressdo e ansiedade em machos e em fémeas. Porém,
esse resultado ndo é observado quando os animais passam apenas pelo tratamento com L-Dopa.
Nossos dados sugerem que existe uma forte interacdo entre o estresse e 0s niveis elevados de
dopamina.

Apesar de nossos experimentos terem sido realizados durante a quarta semana de vida
dos animais, fase na qual ainda ndo ocorreu maturacdo sexual, nossos resultados sugerem um
dimorfismo sexual nos comportamentos tipo ansioso e tipo depressivo induzidos pelo estresse
cronico durante o desenvolvimento.

A exposicdo aos hormonios sexuais comeca durante jA o desenvolvimento fetal,
resultando em diferenciacdo sexual dos 6rgdos genitais, cérebro e de tecidos especificos.
Durante o inicio da vida, o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal esta ativo, isso € importante para
0 desenvolvimento adequado e para a diferenciagéo entre os géneros (ALTEMUS et al., 2016).
Portanto, apesar de durante os procedimentos experimentais 0s animais do presente estudo néo
estarem maduros sexualmente, durante o protocolo de SM e durante o tratamento
farmacoldgico, os animais estavam expostos aos hormonios sexuais, sugerindo que a diferenca
prévia a exposicdo aos hormonios sexuais pode ser determinante para modular o
comportamento.

O teste comportamental EBM é um teste utilizado para analisar o comportamento tipo
compulsivo dos animais, que é um comportamento caracteristico para o alivio a algum tipo de
ansiedade. No presente estudo, observamos o fenotipo tipo ansioso tanto machos quanto em
fémeas, porém, no teste EBM, nossos resultados ndo demonstraram diferencas significativas
entre os grupos (Fig. 11). Além disso, dispersdao dos dados amostrais no EBM é maior em
camundongos que foram submetidos ao protocolo de SM. Com isso, sugerimos realizar outros
testes comportamentais para podermos avaliar melhor o comportamento tipo compulsivo nesses
animais.

Ao avaliarmos os efeitos do estresse crénico e/ou do tratamento com L-Dopa durante o
desenvolvimento em uma memoria nao espacial dependente de hipocampo, observamos que 0s

animais mantiveram as memorias de curta e longa duracdo (Fig 7). Quanto a memoria ndo
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espacial dependente de hipocampo, a literatura é controversa. Alguns estudos mostraram que 0
protocolo de SM ndo prejudica a memoria de reconhecimento de objetos em adultos (KLUG;
VAN DEN BUUSE, 2012; TATA et al., 2015) e outros afirmam o contrario (SOLAS et al.,
2010; WEI et al., 2012). Porém, um estudo publicado em 2017, mostrou que diferentes
protocolos de SM levam a diferentes efeitos na memdria de reconhecimento de objeto novo. Os
autores mostraram que 10 dias de SM foi capaz de alterar a memoria apenas em animais
adolescentes, ja o protocolo de 21 dias de SM gerou alteracBes que persistiam na vida adulta
(BANQUERI; MENDEZ; ARIAS, 2017).

Ao analisarmos os efeitos do estresse cronico e/ou do tratamento com L-Dopa durante
0 desenvolvimento no comportamento motor exploratorio, foi possivel notar que nem o
tratamento com L-Dopa e nem o protocolo de estresse crénico foram capazes de alterar o
comportamento locomotor dos animais (Fig. 8). Esses dados sdo consistentes com 0s
encontrados na literatura, onde animais submetidos ao protocolo de SM ndo apresentaram
alteracdes na atividade locomotora (KLUG; VAN DEN BUUSE, 2012; SHIN et al., 2016).
Além disso, esses dados mostram que os resultados observados no teste de NF ndo foram devido
a um prejuizo locomotor.

Durante o protocolo de separacdo maternal, os filhotes permaneceram 180 minutos
separados de sua mae durante 13 dias consecutivos, com isso, 0S grupos de animais que foram
submetidos a esse protocolo poderiam tem um prejuizo no ganho de peso. Ao avaliarmos 0s
efeitos do estresse crénico e/ou do tratamento com L-Dopa durante o desenvolvimento no
ganho de peso dos animais, ndo observamos diferencas entre os grupos (Fig. 6). Isso sugere que
0s animais que foram separados, se alimentavam mais frequentemente quando eram devolvidos
para sua mée. Esses dados sdo consistentes com os encontrados na literatura. Dados de um
estudo publicado em 2016 mostraram que animais que passaram pelo protocolo de separacdo
maternal ndo diferiram de animais controle no ganho de peso (SHIN et al., 2016). Caso 0 ganho
de peso entre os grupos fosse diferente, poderia influenciar nos comportamentos analisados.
Portanto, os resultados sugerem que as alteracbes comportamentais observadas no presente
estudo ndo foram originadas por atraso no desenvolvimento fisico.

Sabe-se que o hipocampo é a regido responsavel pelo controle negativo do eixo HPA
(HERMAN et al., 1995), além disso, o volume do hipocampo é sensivel ao estresse crénico no
inicio da vida (RIEM et al., 2015). Com base em nossos resultados, nem o estresse cronico
durante o desenvolvimento pés-natal, nem o tratamento com L-Dopa foram capazes de alterar

0 volume do hipocampo (Figura 14). Estudos com humanos mostraram que a alteracdo
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volumeétrica observada no hipocampo devido ao estresse durante o desenvolvimento, pode
aparecer ainda durante a infancia (HANSON et al., 2015), outros estudos mostram que essas
alteracbes surgem apenas apoOs a adolescéncia (WOON; HEDGES, 2008), sugerindo um
hipocampo inicialmente normal, com desenvolvimento volumétrico anormal ocorrendo ap6s o
evento estressor. Porém, um trabalho publicado em 2014 mostrou que a alteracdo de volume no
hipocampo observada em criangas que passaram por algum evento estressor estava relacionada
a polimorfismos de genes ligados ao sistema do estresse (PAGLIACCIO et al., 2014). Portanto,
sugerimos que o que poderia determinar a alteracdo volumétrica no hipocampo é uma interagédo
existente entre genes e ambiente. Além disso, apesar de nossos resultados ndo terem
apresentado diferencas significativas entre os grupos (Fig. 14), observamos uma tendéncia a
reducdo no volume do hipocampo, principalmente do hipocampo ventral, nos machos
SM+DOPA (Fig, 14D). Sabemos que o hipocampo ventral é responsavel pela regulacdo das
emogdes (FANSELOW,; DONG, 2010), assim, esse resultado corrobora com nossos dados
comportamentais que sugerem um aumento do comportamento ansioso e depressivo nesses
animais. Devido ao baixo nimero de amostras analisadas, é possivel que detectemos alteracdes
com o0 aumento do numero de amostras.

Alteracbes no hipocampo ventral estdo associadas com distdrbios psiquiatricos
incluindo a esquizofrenia (HECKERS; KONRADI, 2002; NELSON et al., 2011). A
esquizofrenia é uma doenga que afeta principalmente homens, caracterizada pelo aumento da
liberacdo de dopamina na via mesolimbica e pode ser desencadeada por algum fator estressante
ao longo da vida (INSEL, 2010; MESSIAS; CHEN; EATON, 2007). Além disso, pacientes
esquizofrénicos apresentam uma leve reducdo no volume do hipocampo (NELSON et al.,
2011). Portanto, nossos resultados de machos SM+DOPA sugerem alteragdes de vias
dopaminérgicas e volumétricas nestes animais, assim como as alteracBes observadas em
pacientes esquizofrénicos.

Vaérios fatores limitantes podem ser observados em nosso trabalho. Ndo foram feitas
dosagens dos niveis de dopamina e seus metabolitos para podermos confirmarmos o aumento
dos niveis de dopamina apds a injecdo intraperitoneal de L-Dopa. Além disso, ndo dosamos 0s
niveis de hormonios envolvidos na resposta ao estresse. Outros testes comportamentais devem
ser feitos para melhor caracterizacéo dos fenotipos depressivo e ansioso observado nos animais,
além de testes que avaliam outros comportamentos relacionados com estresse crénico no inicio

da vida e com a circuitaria dopaminérgica, como a agressividade.
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A SM realizada no presente estudo consistiu em deixar os animais da mesma ninhada
juntos e aquecidos. Esse é um protocolo ja validado de estresse durante o desenvolvimento,
porém, é considerado um estresse médio. Dados mostram que os efeitos cerebrais vistos como
consequéncias da separacao maternal se dao pela falta de contato fisico (LEVINE, 2001, 2002),
sugerindo que o contato com o0s irm&os minimizaria o estresse gerado pela auséncia da mée. A
partir disso, pretendemos realizar os mesmos procedimentos em animais isolados dos irmaos.

Para maiores investigac6es dos dados obtidos até aqui, nossa intencéo é realizar outros
testes comportamentais. Além disso, pretendemos fazer o tratamento com agonistas dos
receptores dopaminérgicos para verificarmos a influéncia de cada receptor nos fenotipos
observados. Pretendemos também, analisar a morfologia do hipocampo nos animais SAL e
DOPA, além de analisar outras regides do cérebro, como por exemplo a amigdala, que esta

relacionada principalmente ao comportamento tipo ansioso.
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7. CONCLUSAO

Com esse estudo podemos concluir que (I) o aumento de dopamina durante o
desenvolvimento diminui o comportamento tipo depressivo em fémeas e 0 comportamento tipo
ansioso em machos, (I1) o estresse cronico por separacdo maternal aumenta 0 comportamento
tipo ansioso em machos e o comportamento tipo depressivo em fémeas e (111) o estresse cronico
por separagdo maternal juntamente com o tratamento com L-Dopa aumenta o comportamento
tipo ansioso e tipo depressivo em fémeas e em machos. Assim, observamos que o estresse

cronico e o aumento da dopamina durante o desenvolvimento, geram consequéncias

comportamentais dimdérficas em animais pré-puberes.
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