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RESUMO

JOBIM, Camila Mendonca Netto. Efeito do enriquecimento ambiental perinatal de fémeas
em comportamentos relacionados a ansiedade na sua prole. 2016. 74p Tese (Doutorado em
Ciéncias Fisioldgicas). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Os transtornos de ansiedade estdo entre as doencas psiquiatricas mais comuns na
sociedade. Eles se ddo pela incapacidade do individuo em lidar com um evento estressor (fisico
ou emocional), podendo acometer desde a infancia até a idade adulta. O desencadeamento da
ansiedade no periodo perinatal pode acarretar em mudancgas comportamentais ao longo da vida.
Neste sentido, o enriquecimento ambiental € utilizado tanto como atenuante dos efeitos
estressores quanto como preventivo. Sendo assim, buscou-se avaliar comportamentos
relacionados a ansiedade de filhotes de fémeas expostas ao enriquecimento ambiental durante
0 periodo perinatal. Para isso foram criados grupos de machos e fémeas ao longo de trés
geragdes-FO, F1 e F2. Em FO foram montados 2 grupos, o padréo (P) e o enriquecido (E). Em
F1 fémeas que estavam em ambiente enriquecido durante o periodo perinatal foram passadas
para o ambiente padrdo formando o grupo enriquecimento-padréo (E-P). F2 entdo passou a ter
grupos dos trés grupos, P, E-P e E. Estes grupos foram submetidos a observacdes do
comportamento materno, modelos de ansiedade, dosagem de corticosterona plasmaética e a
avaliacdo da expressdo dos genes para os receptores AVP1la, AVP1b, CRH1, CRH2 e OT.
Como resultados verificamos que o comportamento materno em FO foi maior no grupo
enriquecido (E) (46,8+8,9% P; 77,8+5,4% E; p=0,0138), porém ndo em F1 (68,4+4,1% P;
71,1+6% E-P; 78,1+3,1% E; F=0,8120 p=0,4689). Foi constatado o efeito ansiolitico nos
modelos comportamentais utilizados. No labirinto em cruz elevado-LCE, este efeito pode ser
notado apenas no grupo E das trés geracdes avaliadas. No campo aberto CA, apenas o grupo E
de F2 apresentou comportamentos relacionados a ansiedade significativamente diferentes dos
demais grupos. O teste da caixa claro-escuro-CCE mostrou diferenca entre os grupos E-P e E
em relacdo ao grupo P na laténcia para explorar o ambiente claro em F1 e F2. E o teste da
supressdo da alimentacédo pela novidade-NSF indicou que os grupos séo diferentes entre si na
laténcia para se alimentar, o maior tempo foi de P, seguido de E-P e depois de E (147,7+15,7s;
101,4+8,8s; 62,8+9,4s; F=13,0700 p=0,0001 - Machos) (143,7+11,4s; 93,7+20,4s; 38,315,3s;
F=16,1900 p<0,0001 - Fémeas). Pode ser constado o efeito transgeracional em CCE e NSF,
onde a exposic¢do da mae ao enriquecimento influenciou o comportamento dos filhotes que nédo
foram diretamente expostos ao ambiente enriquecido. Todos os resultados dos modelos
comportamentais valem para machos e fémeas e ndo ha diferencas em relagdo ao género. Os
pardmetros neuroenddcrinos analisados ndo mostraram diferencga significativa entre os grupos.
Sugere-se entdo que o efeito transgeracional se deu apenas pela exposi¢cdo das maes ao ambiente
enriquecido no periodo perinatal e manifestou-se comportamentalmente.

Palavras-chave: Ansiedade, Enriquecimento Ambiental, Efeito Transgeracional.



ABSTRACT

JOBIM, Camila Mendonga Netto. Perinatal environmental enrichment effects in anxiety
like behaviors in females offspring. 2016. 74p Tese (PhD in Physiological Science). Instituto
de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2016.

Anxiety is one of the most common psychiatric disorder in society. This disorders may
occur as a result of an individual’s inability to face a stress event (physical or emotional), which
can happen in youth or adulthood. The exposure to stressors during the perinatal period can
cause consequences for life. Thus environmental enrichment is used either as preventive or
attenuating stressor events. The aim of this study was to evaluate the behavioural response
related to anxiety on the offspring of females mice raised in an enriched environment during
their perinatal period. Experimentally was created male and female groups during tree
generation (FO, F1 and F2). Animals was raised in standard environment (P) and enriched
environment (E) in FO. In the next generation (F1), females that was born in E was placed to P
and composed the E-P group. Therefore, in F2 we had the P, E-P and E group. This group had
their maternal behavior observed, submitted to behavioral models, plasmatic corticosterone
assayed as well the expression of the AVPla, AVP1b, CRH1, CRH2 and OT receptors. As
results, we verify that the enriched environment only in FO changed the maternal behavior
(46,8+8,9% P; 77,8+5,4% E; p=0,0138). The anxiolytic effect was noted in all the models
applied. In elevated plus maze it was observed in E group during all the generation. Only in F2,
the E group showed anxiolytic effect in open field test. On light-dark box, the E-P and E group
was different of P in latency to explore the light part in F1 and F2. The last generation, F2, was
tested and showed a different latency to eat the pellet in novelty suppressed feeding test. The E
group had the shortest time to eat the pellet, followed by E-P and P had the biggest
(147,7£15,7s; 101,4+8,8s; 62,8+9,4s; F=13,0700 p=0,0001 - male) (143,7£11,4s; 93,7+20,4s;
38,345,3s; F=16,1900 p<0,0001 - female). The transgeracional effect could be visualized in
light-dark box and novelty suppressed feeding tests because the E-P group had their behavior
similar to E even that had not been directly exposed to the enriched environment. There is no
difference between sexes in results of the models. The neuroendocrine analyzes there no
significate result. Then, we suggest that transgenerational effect is due to exposure of the dams
to the environmental enrichment during perinatal period.

Key words: Anxiety, Environmental Enrichment, Transgenerational Effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ansiedade

Os transtornos de ansiedade estdo entre as doencas psiquiatricas mais comumente
encontradas na populacdo (SAYERS, 2001). Em humanos, a ansiedade € percebida como um
sentimento desagradavel, caracterizado por um estado de alerta tenso e fisicamente exaustivo,
com foco em um iminente e inevitavel, embora ndo objetivamente aparente, perigo ou
emergéncia juntamente com uma dolorosa consciéncia de incerteza sobre a possibilidade de
resolver a situagcdo (MARTIM, 1998). Em alguns casos, a ansiedade e 0 medo tem seus estados
sobrepostos, porém o medo é mais frequentemente associado com picos de excitacdo
autondmica necessarias para lutar ou fugir, pensamentos de perigo imediato, e comportamentos
de fuga. Ja a ansiedade esta mais frequentemente associada com a tensdo muscular e vigilancia
em preparagao para perigo futuro e comportamentos de cautela ou esquiva.

O Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais — DSM (American
Psychiatric Association, 2013), classifica os varios tipos de ansiedade patoldgicas como:
transtorno de ansiedade de separacdo; mutismo seletivo; fobia especifica; transtorno de
ansiedade social (fobia social); transtorno de péanico; especificador de ataque de panico;
agorafobia; transtorno de ansiedade generalizada; transtorno de ansiedade induzido por
substancia/medicamento; transtorno de ansiedade devido a outra condicdo médica; outro
transtorno de ansiedade especificado e transtorno de ansiedade ndo especificado. Esta
classificacdo adota critérios operacionais ao invés de critérios subjetivos e baseia-se em
observacdes de que sindromes especificas tém diferentes cursos naturais, historias familiares e
diferentes respostas aos tratamentos (BRANDAO, 2005).

Baseado em estudos utilizando animais, apoiado pela abordagem eto-experimental
desenvolvida por BLANCHARD; BLANCHARD (1988), GRAEFF (2007) define ansiedade
como a emocdo relacionada ao comportamento de avaliacdo de risco que é evocado em
situacBes em que o perigo é incerto (ameaca potencial), seja porque o contexto é novo ou porque
o0 estimulo do perigo esteve presente no passado, mas nao esta mais no meio ambiente. GRAY;
MCNAUGHTON (2000) enfatizam que para que ocorra a ansiedade, é necessario um impulso
para se aproximar do estimulo de perigo, gerando um conflito entre aproximacao e evitagao.

A psicologia demonstrou que certos tipos de perturbagdes mentais e comportamentais,
como as das emogdes intrinsecas a ansiedade, podem ocorrer em consequéncia da incapacidade
de se fazer face adaptativamente a um acontecimento vital gerador de estresse (SAYERS,
2001). O estresse é parte da vida de todos os animais e ndo necessariamente é prejudicial;
qualquer estimulo externo que ameace a homeostase pode ser considerado estressante
(MOBERG; MENCH, 2000). O estresse passa a se tornar prejudicial a partir do momento que
o individuo fica impossibilitado de retomar a sua homeostase. Isto acontece de acordo com a
intensidade e a duracdo do fator estressante desencadeando respostas enddcrinas, autonémicas
e comportamentais (KVETNANSKY; SABBAN; PALKOVITS, 2009).

Os principais sistemas responsaveis por manter ou restaurar a homeostase durante o estresse sao 0s €ix0s
simpatico-adrenal-medular (SAM) e hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA) (

Figura 1). O SAM ¢€ o eixo de ativacdo via sistema nervoso autbnomo simpatico, que
possui como resposta final a liberacéo rapida de catecolaminas. Ja o HHA tem o hipotalamo e
a hipofise como estruturas integrantes do sistema nervoso central e atuam na liberagdo de
cortisol (ou corticosterona em roedores) pelo cortex da adrenal.

16



Cortex
pré-frontal

7 Hipocampo

Amigdala

L

Medula
Adrenal

Figura 1: Esquema da atuacado do eixo simpatico-adrenal-medular (SAM) e hipotalamo-hipé6fise-adrenal
(HHA) na resposta ao estresse. Adaptado de Zuardi em
http://rp.fmrp.usp.br/~psicmed/doc/Fisiologia%20do%20estresse.pdf (acessado em 10/01/16),

A exposicao a estressores resulta na ativacao de neurdnios pré-ganglionares simpaticos
da coluna intermediolateral que se projetam para 0s ganglios pré ou paravertebral que por sua
vez se projetam para os Orgaos efetores e células cromafins da medula da adrenal (ULRICH-
LAI; HERMAN, 2009). Esta ativa¢dao simpatica representa a classica resposta de “luta ou fuga”
qgue geralmente aumenta os niveis circulantes de catecolaminas. A adrenalina, secretada
principalmente pela medula da adrenal, e a noradrenalina, secretada principalmente de
neurdnios simpaticos, que dentre outros efeitos, induzem o aumento da frequéncia e forca de
contracdo cardiaca, vasoconstricdo periférica e mobilizacdo energética. O tonus do sistema
parassimpatico também pode ser modulado durante o estresse. Neste sistema, a ativacdo do
nacleo pré-ganglionar craniosacral ativa o ncleo pés-ganglionar localizado nos 6rgéos efetores
ou proximos a eles, e suas a¢des geralmente sdo opostas as do sistema simpatico.

A resposta ao estresse via HHA, se da atraves da secre¢do do hormonio liberador de
corticotrofinas (CRH — do inglés corticrotropin releasing hormone) e vasopressina arginina
(AVP — do inglés arginine vasopressin) pelo nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN- do
inglés paraventricular nucleus) para a circulacdo porta da eminéncia medial (ULRICH-LALI;
HERMAN, 2009). Estes hormonios estimulam 0s neurdnios neurosecretores parvocelulares
induzindo os corticotrofos da hipofise anterior a liberar o horménio adrenocorticotrofico
(ACTH — do inglés adrenocorticotropic hormone) para a circulagdo, como mostrado na Figura
2.
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Figura 2: Esquema da sequéncia dos eventos para a liberagcdo de ACTH para a circulagdo. Adaptado de
BRUNTON; RUSSELL (2008).

A sensibilizacdo da glandula adrenal pelo ACTH resulta na liberacdo de corticosterona
pela zona fasciculata do cortex da adrenal facilitando desta forma as respostas caracteristicas
dos efeitos celular e metabolicos do estresse (WEISER; OSTERLUND; SPENCER, 2011).
Contudo, o nucleo paraventricular também facilita a liberagao direta de corticosterona (cortisol)
através do eixo hipotalamo-medula-adrenal via inervacdo adrenocortical pelos neurdnios pré-
ganglionares da coluna intermediolateral da medula e indiretamente através de uma via
alternativa envolvendo a liberacdo de prolactina (JAROENPORN et al., 2009).

De forma geral, a retroalimentacdo da liberacdo de CRH e AVP pelo hipotadlamo
acontece através da propria liberacdo destes hormonios e da acdo dos glicocorticoides nos
corticotrofos da hipofise e da sensibilizacdo dos neurdnios parvocelulares do hipotalamo. Outro
ponto importante de controle feedback acontece atraves dos neurbnios responsivos a
glicocorticoides do hipocampo que se projetam para o hipotalamo. Estes neurdnios afetam a
atividade hipofisiotropica dos neurénios de CRH e determinam a forma como a hipofise sera
responsiva aos glicocorticoides (SAPOLSKY; KREY; MCEWEN, 1986).

Enquanto componentes fisicos estressores ativam diretamente o eixo HHA, estressores
psicolégicos requerem um processamento sensorial maior envolvendo estruturas do sistema
limbico levando a uma regulacdo indireta do eixo HHA (HERMAN; CULLINAN, 1997).
Estruturas do sistema limbico, tais como o cortex pré-frontral, insular e cingulado; amigdala;
substancia nigra; substancia cinzenta periaquedutal; locus ceruleus; nucleo do trato solitario e
nacleo parabraquial recebem projecdes de neurbnios de CRH origindrios do nucleo
paraventricular do hipotalamo (LOW, 2011).

Nos mamiferos, a familia do CRH inclui também a Urocortina | (Ucnl), Ucnll e Ucnlll,
assim como seus receptores CRH1 e CRH2 e o CRH ligado a proteina. Os membros desta
familia diferem em relacdo a sua distribuicdo nos tecidos e farmacologia e possuem um
importante papel na regulacdo das respostas enddcrinas e comportamentais ao estresse. BALE;
VALE (2004) sugerem que enquanto o CRH aparenta ter um papel estimulante na
responsividade ao estresse atraves da ativacao do receptor CRH1, a Ucnll e Ucnlll possuem
acdao especifica no receptor CRH2 balanceando a sensibilidade ao estresse. Para estes autores a
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regulacdo da contribuicdo dos dois receptores, CRH1 e CRH2, na via de CRH no cérebro pode
ser essencial na coordenacéo das respostas fisiologicas ao estresse.

No hipotalamo, a vasopressina (AVP) interage com o0 CRH promovendo a liberagéo de
ACTH em resposta ao estresse. O aumento de sua producgdo fora do hipotadlamo pode ser um
importante fator que contribui para o processo de habituacdo neuroenddcrina (GRAY;
INNALA; VIAU, 2014). Na amigdala, sua acdo excitatéria pode contribuir para a resposta
comportamental ao estresse (JOELS; BARAM, 2009). Existem quatro tipos receptores ligados
a proteinas G que podem ser ativados pela AVP: 0 V1a, 0 V1b, 0 V2 e o receptor de ocitocina
(OTR). Sugere-se que os receptores V1a e OTR sejam os principais responsaveis pelas fungdes
centrais de AVP e que V1b esteja relacionado a mediacdo da liberacdo de CRH e a
termorregulacdo (HERNANDO et al., 2001).

Uma vez ativado o eixo HHA, a secrecdo de glicocorticoides auxilia os efeitos
metabolicos e cardiovasculares da ativacdo simpatica através da gliconeogénese a partir de
amino&cidos e do aumento do armazenamento de glicogénio no figado. Desta forma provendo
o organismo de fontes de energia rapidamente mobilizaveis, além de facilitar a reagdo dos vasos
sanguineos a adrenalina e noradrenalina, aumentando ainda mais sua acgdo constritora. Para
SQUIRES (2004) este horménio tem funcdo catabodlica e mobiliza reservas energéticas para
que o animal lide com as condicOes adversas.

Exposicdes crénicas ou prolongadas a estressores fazem com que os niveis circulantes
dos horménios liberados pelas glandulas periféricas (insulina, androgenos e estrégenos) em
resposta aos fatores hipofisarios sejam diminuidos com exce¢do do cortisol/corticosterona.
Desta forma ndo permitem a retomada da homeostase comprometendo o aporte energético e o
metabolismo de proteinas e gorduras (PREISER et al. 2014), resultando em uma possivel
diminuicdo da atividade tireoidiana, do crescimento corporal e atividade reprodutiva. Assim
como diminui a resisténcia a infeccdes em funcdo de sua acdo imunossupressora e anti-
inflamatoria, retarda também a formacéo do tecido cicatricial em feridas, além de aumentar a
predisposicdo a Ulcera gastrica e duodenal, além disso, 0 estresse persistente reduz a secre¢do
de horménio somatotrépico (BRANDAO, 1995).

Por causa das consequéncias patolégicas do estresse prolongado, da-se atencdo as
respostas individuais nos padrbes de secrecdo hormonal. Para HONESS; MARIN (2006)
machos e fémeas da mesma espécie possuem mecanismos diferentes para lidar com o estresse
de forma que tal diferenca auxilia no aumento do sucesso reprodutivo. Estudos com animais
cativos tém mostrado que o estresse pode suprimir a libido, a secrecdo de testosterona e a
espermatogénese em machos e, nas fémeas, pode alterar a funcéo ovariana, o desenvolvimento
embrionério e a sobrevivéncia dos filhotes (BAHR et al., 2000).

1.2 Enriquecimento Ambiental

A fim de minimizar as respostas comportamentais e fisioldgicas ao estresse, 0
Enriqguecimento Ambiental é um processo que cria um ambiente interativo e complexo
permitindo ao animal, mantido em cativeiro apresentar um comportamento natural para a
espécie (CARLSTEAD; SHEPHERDSON, 1994). Desta forma, busca melhorar a qualidade do
cuidado a animais cativos pelo uso de estimulos ambientais necessarios para o bem-estar
psicolégico e fisioldgico, adequar 0 manejo a padrBes éticos aceitaveis e incrementar a taxa
reprodutiva (BOERE, 2001). De acordo com o conceito de melhoria do ambiente proposto por
BUCHANAN-SMITH et al. (2005), a melhoria das condi¢cdes de vida de um animal em
cativeiro deve significar ndo apenas a diminui¢cdo de dor, estresse e outros eventos aversivos,
mas também a constante procura em maximizar o bem-estar.

O uso do enriquecimento ambiental pode abranger varios métodos para a melhoria nas
condigdes adversas da vida em cativeiro onde sdo utilizadas uma variedade de técnicas
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originais, criativas e engenhosas que visam manter 0s animais ocupados através do
oferecimento de oportunidades comportamentais e de ambientes mais estimulantes
(SHEPHERDSON, 1998). BLOOMSMITH; BRENT; SCHAPIRO (1991) identificaram cinco
principais tipos de enriquecimento: social, ocupacional, fisico, sensorial e alimentar. O
enriquecimento social visa a adequacdo do ambiente em relacdo as relagbes intra e
interespecificas dos animais cativos. O ocupacional disponibiliza aparatos que estimulam
habilidades fisicas e/ou cognitivas, como rodas de atividades e quebra-cabecas. Quando o
ambiente onde o animal vive tem um aumento de tamanho ou adi¢do de objetos que aumente
0s espacos utilizaveis e permitam o controle deste local, é dado o nome de enriquecimento
ambiental do tipo fisico. O enriquecimento sensorial ¢é feito através da insercdo de estimulos
sensoriais aos animais respeitando o tipo de 6rgdo sensorial e as pistas naturais que este animal
se utiliza para explorar o ambiente. Ja 0 enriquecimento alimentar visa a variacdo na forma,
periodicidade, tipo e meios de obtencao do alimento aumentando o comportamento natural de
forrageio dos animais.

Apesar de o enfoque inicial ser o bem-estar animal, o enriquecimento ambiental tem se
mostrado uma excelente ferramenta para o estudo de alteracOes cerebrais dependentes da
experiéncia (FOSTER; DUMAS, 2001; ICKES et al. 2000; NITHIANANTHARAJAH;
HANNAN, 2006). Dentre os efeitos demonstrados estdo a melhoria de aspectos cognitivos,
como aprendizado e memoria, a reducdo da ansiedade e a facilidade de recuperacao frente a
lesGes cerebrais (FOX; MERALI; HARRISON, 2006).

BRENES SAENZ; VILLAGRA; FORNAGUERA TRIAS (2006) demonstraram um
efeito antidepressivo e ansiolitico do enriquecimento ambiental em ratos e sugerem que a
estimulacdo nos primeiros estagios de desenvolvimento pode desempenhar um papel protetor
no comportamento e desenvolvimento do encéfalo. Neste sentido, estudos que utilizaram o
enriquecimento ambiental apés o nascimento e durante o desenvolvimento demonstraram
menores indices de ansiedade e emocionalidade em ratos e camundongos submetidos a
diferentes modelos comportamentais (CHAPILLON et. al, 1999; ROY et al. 2001, ROY et al,
2007). ASHOKAN; HEGDE; MITRA (2016) observaram a exposi¢do ao enriguecimento
ambiental por curtos periodos pode favorecer a resiliéncia contra efeitos mal adaptativos do
estresse nos mediadores hormonais, neuronais e moleculares da ansiogénese.

Outros estudos que investigaram os efeitos do enriquecimento ambiental sobre o
comportamento de ratos adultos demonstraram que a técnica melhora o aprendizado em
condicBes basais, e atenua os efeitos do estresse agudo (choque inescapavel) sobre o
aprendizado em relacdo aos animais mantidos em condi¢des padrdo que apresentaram piora
sensivel no aprendizado (LARSSON; WINBLAD; MOHAMMED, 2002). Além disso, foi
mostrado uma reversdo do efeito deletério na interacdo social (play behavior) de ratos que
sofreram estresse no periodo pré-natal (MORLEY-FLETCHER, 2003). ARAI et al. (2009)
demonstraram também que a exposic¢do de camundongos jovens ao enriquecimento ambiental
durante duas semanas induziu uma melhora no mecanismo de Potenciacdo de Longa Duragéo
(LTP em inglés), associado a memdria e aprendizado, representando uma melhoria duradoura
nas transmissoes sinapticas.

Apesar de exaustivos estudos, as ag0es sobre o eixo HHA ainda séo objeto de discusséo.
WELBERG; THRIVIKRAMAN; PLOTSKY (2006) demonstraram que 0 enrigquecimento
ambiental moderado em ratos durante a prenhez e a lactagéo influencia a resposta do eixo HHA
dos filhotes ao estresse quando submetidos a um estressor agudo (induzido pela compressédo
leve de ar sobre a face) ap6s serem submetidos a um estressor constante (luz constante durante
4 dias consecutivos) e mostraram um aumento da concentragdo de horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) apenas nas fémeas. Em relagéo a corticosterona, alguns trabalhos
demonstraram aumento basal deste hormonio em ratos e camundongos submetidos ao
enriquecimento (MONCEK et al. 2004; HAEMISCH; VOSS; GARTNER, 1994; MARASHI
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et al., 2003) enquanto outros ndo encontraram diferencas significativas (SCHRIJVER et al.,
2002; PHAM et al., 1999).

Yang e colaboradores (2016) encontraram efeitos benéficos do enriquecimento
ambiental na vulnerabilidade a epileptogénese limbica e na ansiedade, e estes efeitos foram
acompanhados da reduzida expressdo génica de CRH. A regulacdo do CRH também esta
envolvida nos efeitos do enriquecimento ambiental revertendo o quadro de depressao fenotipica
de animais em abstinéncia alcodlica (PANG et al. 2013).

1.3 Periodo Perinatal e Comportamento Materno

A definicdo de periodo perinatal encontrado no sistema de dados online do Ministério
da Saude (DataSus) diz que para humanos o periodo perinatal comeca em 22 semanas completas
(154 dias) de gestacdo (época em que o peso de nascimento é normalmente de 500 g), e termina
com sete dias completos ap6s o nascimento. Apds os sete primeiros dias de nascimento, inicia-
se 0 periodo neonatal que, por definicdo desta mesma base de dados, compreende as quatro
primeiras semanas de vida (0 a 28 dias incompletos). Denomina-se periodo neonatal precoce a
primeira semana completa ou os sete primeiros dias de vida, e periodo neonatal tardio, as trés
semanas seguintes.

Para estudos utilizando animais de experimentacéo, o periodo perinatal é considerado o
periodo que envolve a gestacdo e amamentacdo dos filhotes. Este € composto por 4 etapas:
implantacdo, organogénese, desenvolvimento fetal e periodo neonatal (CASTRO, 2006). Em
camundongos, a gestacdo tem duracdo de 19 a 21 dias apés a fecundacdo e a lactacdo ocorre
em sequéncia por igual periodo. A puberdade destes animais é atingida aos 42 dias apds seu
nascimento e a maturidade sexual aos 60 dias (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).

O periodo perinatal ¢ um periodo do aumento de plasticidade, especificamente do
sistema de resposta ao estresse, e, portanto, se torna particularmente sensivel a estressores
(DARNAUDERY; MACCARI, 2008). Ent4o, eventos que ocorram neste inicio da vida, agindo
através de desregulacfes hormonais da mae e/ou comportamento materno, podem alterar a
trajetoria da programacdo do eixo HHA em resposta ao estresse. Assim sendo, intervencdes na
relacdo mae-filhote podem afetar comportamentos emocionais e respostas ao estresse na vida
adulta (HUOT et al., 2004).

A salude mental é um fator importante no desenvolvimento e pode ter seu
comprometimento logo durante a infancia e adolescéncia. Pesquisas sugerem que a salde
psicossocial da mée pode ter um importante efeito no relacionamento méae-filho, e isso pode
gerar consequéncias tanto a curto quanto a longo prazo para a saide mental dos filhos
(BARLOW et al., 2003).

O comportamento materno também pode influenciar o desenvolvimento dos substratos
neurais que medeiam as respostas comportamentais e endécrinas ao estresse (CALDJI et al.,
1998) e a comportamentos defensivos nos filhotes (CALDJI; DIORIO; MEANEY, 2003; VAN
HALSSET et al., 2012). O cuidado nas primeiras fases da vida em roedores € um poderoso
determinante da reatividade emocional e da reatividade aos hormonios do estresse ao longo da
vida, e aumento em ambos estéo associados com declinio cognitivo e tempo de vida mais curto
(FRANCIS et al, 1999). O comportamento materno de boa qualidade é tido como aquele com
alta frequéncia de comportamentos de lambedura dos filhotes e amamentacdo em postura
arqueada (arched back nursing), e esta relacionado a uma prole que explora mais ambientes
novos e menos reativa emocionalmente (MEANEY et al, 1994). WEAVER et al. (2004)
demonstraram que o cuidado materno de boa qualidade (versus filhotes negligenciados) é
fundamental para a programac&o epigenética pos-natal adequada da funcéo do eixo HHA na
idade adulta.
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O enriquecimento ambiental parece ser um fator de promocdo do comportamento
materno. CHAMPAGNE; MEANEY (2007) descreveram que independente do grau de
comportamento materno das maes, o enriquecimento ambiental induz um aumento nos niveis
deste comportamento possivelmente correlacionado ao aumento da expressédo de receptores
para ocitocina na area pré-optica medial. Este comportamento parece possuir uma caracteristica
transmissivel, visto que filhotes fémeas de mées com alto grau de comportamento materno sao
mais sensiveis a inducdo de receptores de Ocitocina frente ao estimulo estrogénico o que
refletiria em uma maior expressao do comportamento maternal (CHAMPAGNE et al., 2001).
Estes estudos reforcam a ideia que o comportamento maternal também pode induzir alteracfes
epigenéticas responsaveis pela regulagdo do comportamento dos filhotes e sua futura prole
(MASHOODNH et al., 2012; BRANCHI et al., 2011; CURLEY et al., 2009, CHAMPAGNE;
MEANEY, 2007). Foi demonstrado por BAYERL; HONIG; BOSCH, (2016) o envolvimento
dos subtipos do receptor V1 no ndcleo paraventricular do hipotalamo na mediacdo do
comportamento materno e ansiedade.

A exposicdo a fatores estressantes durante o periodo perinatal pode ter consequéncias
para toda a vida. Os efeitos da exposicdo exagerada a glicocorticoides e outros hormdnios
esteroides em um cérebro em desenvolvimento pode causar desequilibrio em sua formacao
(MCEWEN, 1992). Em reviséo recente, BABENKO; KOVALCHUK; METZ, (2015) apontam
gue a exposicao a estressores durante a gestacdo pode ter consequéncias na saide mental tanto
de maes quanto de sua prole, indicando que estas experiéncias in utero ou em periodos recentes
da vida pode aumentar o risco de transtornos neurologicos e psiquiatricos possivelmente via
alteracdo da regulacdo epigenética. Esta alteracdo através da metilacdo do DNA pode
influenciar a programacdo endécrina fetal e o desenvolvimento cerebral e respostas
comportamentais ao longo de geracGes em resposta a experiéncias estressantes e fatores
ambientais hostis (FRANKLIN et al., 2010).

1.4 Epigenética e efeito transgeracional

O termo epigenética foi criado por Conrad Waddington na década de 40 para descrever
a premissa de que os genes podem responder a alteracdes ambientais e em funcéo delas moldar
o fendtipo de tal maneira que este se torne vantajoso para aquele individuo, ao invés de
vantajoso em uma escala evolutiva muito mais duradoura (BALE, 2015). No entanto, foi
somente em 1975 que Holliday & Pugh propuseram que modificacdes quimicas covalentes no
DNA, incluindo a metilacdo, seriam os mecanismos moleculares por trds da hipdtese de
Waddington (JIRTLE; SKINNER 2007). Posteriormente, WOLFFE; MATZKE (1999)
redefiniram a epigenética como o estudo de mudancas funcionais na expressdo genética em
resposta a fatores externos as quais ocorrem por meio principalmente da metilacdo do DNA e
da remodelagdo da cromatina sem que haja mudanca na sequéncia do DNA (alteracGes
epigenéticas). Esta definicdo tem sido amplamente utilizada por neurocientistas, ainda que,
recentemente, uma defini¢cdo mais restritiva para epigenética tenha sido proposta por BERGER
et al. (2009), segundo a qual tais mudangas funcionais na expressdo genética sejam
necessariamente herdaveis para serem consideradas alteragdes epigenéticas.

O avanco dos estudos em epigenética tem comprovado ainda dois pontos importantes:
primeiramente que, ao contrario do que se pensava desde que a genética mendeliana desvendou
0S mecanismos evolutivos previstos por Darwin em sua consagrada teoria, a informacao pode
fluir tanto no sentido do DNA para o fenétipo quanto no sentido inverso; e, por consequéncia,
uma vez que as informagdes enviadas pelo fendtipo podem influenciar o DNA, ainda que néo
estruturalmente mas apenas quimicamente, determinados aspectos fenotipicos adquiridos
durante a vida de um individuo poderiam ser transmitidas para as proximas geracoes (JENSEN,
2013). Em termos evolutivos, acredita-se ainda que a sele¢do natural possa atuar na variagdo
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epigenética de tal modo que se configure um novo mecanismo evolutivo, independente de
mutaces genéticas (CROPLEY et al., 2012). JABLONKA (2009) e RICHARDS (2006),
dentre outros autores, tem sugerido que tal fato poderia ser considerado uma interpretacdo
modificada da teoria da evolucdo para incorporar o chamado “neo-lamarckismo”. O neo-
lamarckismo considera que uma das quatro principais proposi¢cdes de Lamarck em seu livro
Philosophie Zoologique (1809), a habilidade de transmitir para a prole caracteristicas
adquiridas, seria possivel de ser explicada pela epigenética. No entanto, esta abordagem ainda
é bastante controversa e refutada por alguns autores por uma série de motivos como o fato de
ser considerada uma forma superficial de descrever a heranga epigenética transgeracional, ou o
fato de que a ideia de herdar caracteristicas adquiridas ndo seria original de Lamarck e sim o
“senso comum” da época (PENNY, 2015).

Em principio, qualquer exposicdo a fatores ambientais, sejam eles fisicos, quimicos,
sociais ou nutricionais, por exemplo, tém o potencial de provocar alteracfes epigenéticas em
um organismo. Estas mudancas ocorrem por meio de uma variedade de modificagOes
moleculares tanto no DNA quanto na cromatina, dentre as quais se destacam: a metilacdo do
DNA (ativacdo ou inativacdo de genes através da adi¢ao de grupos metil (CH3) a base citosina),
a regulacdo génica por RNA nao codificadores, tais como microRNAs e mecanismos que
controlam a condensacdo da cromatina dentro do nucleo (JIRTLE; SKKINER, 2007).

Um aspecto de extrema relevancia consiste no fato de que as alteracdes epigenéticas
podem ser reproduzidas (herdadas) por células somaticas, fornecendo um mecanismo em
potencial pelo qual a atuacéo de fatores ambientais pode provocar consequéncias de longo prazo
na expressao génica. Tais alteracBes podem ainda ocorrer em células germinativas/gametas e,
portanto, serem transmitidas e expressas pelas futuras geracbes mesmo que elas nao sejam
expostas aos fatores ambientais que induziram originalmente as alteragdes — o que é definido
como efeito transgeracional (SKINNER, 2011).

Para que as alteracOes epigenéticas ocorram em células germinativas, é necessario que
a exposic¢do do individuo ao fator desencadeador da alteracdo ocorra em um periodo especifico
do desenvolvimento: no inicio da gestacdo, coincidente com o momento em que se inicia a
determinacdo do sexo / diferenciacdo gonadal do feto (SKINNER et al., 2013). Usualmente
ocorre neste periodo uma onda de desmetilacdo do genoma do feto seguida por outra onda de
remetilacdo, estando o organismo, portanto particularmente sensivel a fatores externos que
possam induzir a alteracdes epigenéticas e consequente reprogramacao celular (BALE, 2015).
Em linhas gerais, o processo molecular se inicia com a inducdo de uma alteracdo epigenética
nas células germinativas primordiais de um feto durante sua diferenciacdo gonadal a qual por
sua vez promove uma alteracdo no epigenoma da célula germinativa; a célula germinativa entdo
transmite este epigenoma alterado para o embrido como um todo, levando todos os tecidos e
tipos celulares a conter esta alteracdo a qual podera ser associada na fase adulta a uma doenca,
por exemplo (SKINNER et al, 2015). As formas pelas quais as alteracdes epigenéticas sdo
transmitidas variam ainda em funcdo do sexo e do tipo de fator desencadeador. Uma
caracteristica (no caso, a expressdo de um fendtipo decorrente de uma alteracdo epigenética)
pode ser transmitida somente pela fémea ou somente pelo macho; tal caracteristica pode ainda
ser herdada por apenas um dos sexos (BALE, 2015). Dentre os fatores desencadeadores, tem
sido observada a inducéo de alteracOes epigenéticas e efeito transgeracional em diversos grupos
(ratos, camundongos, humanos, plantas e moscas) para: exposi¢do a componentes toxicos (tais
como pesticidas), alteracdes na dieta alimentar e exposicao ao estresse (SKINNER et al. 2013).

Assim como qualquer outra caracteristica de um individuo, o comportamento também
faz parte de seu fenétipo e, portanto, pode ser influenciado por alteracfes epigeneticas
decorrentes de estimulos/fatores ambientais (JENSEN, 2013; JABLONKA, 2009). Estudos que
buscam relacionar a epigenética ao comportamento, no entanto, ainda sdo escassos, como
demonstrou LESTER 1. (2011) em uma revisdo que reuniu apenas 96 trabalhos cientificos.
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JENSEN (2013) sustenta que € relativamente ébvio o fato de que alguns estimulos especificos
— por exemplo associados ao estresse ou a agressividade — irdo causar modificacdes transitorias
na expressdao de genes de areas cerebrais relevantes; modificacdes estas provavelmente
mediadas por uma variedade de mecanismos e possibilitando respostas fisiologicas e
comportamentais adequadas a tais estimulos. E ainda, que alguns destes mecanismos
certamente se enquadrariam no conceito de alteragcdes epigenéticas, tornando consistente a
relacdo entre comportamento animal e epigenética.

Neste sentido, MEANEY (2001) investigou as consequéncias de longo prazo de
diferentes graus de cuidado materno em ratos e verificou que a prole de mées que exerciam
mais comportamentos relacionados ao cuidado materno (nursing e grooming) demonstrou uma
maior resiliéncia em relacdo a fatores estressantes. Esta maior resiliéncia foi explorada em
estudos posteriores (WEAVER et al. 2004), tendo sido verificado que ela estava relacionada a
alteracdes epigenéticas que ocorreram modificando o padrao de expressdo dos genes envolvidos
no sistema de resposta ao estresse e também dos genes que regulam o desenvolvimento das
sinapses no hipocampo. Tais alteracdes persistiram na fase adulta da prole e se mostraram
reversiveis quando as maes eram trocadas entre 0s grupos experimentais (muito e pouco
cuidado materno), demonstrando que seria o cuidado materno que o filhote de fato experimenta
durante a vida o fator responsavel pelas alteracdes epigenéticas (WEAVER et al. 2007). Na fase
adulta destes individuos, a resposta da corticosterona ao estresse foi, inclusive, menor naqueles
que experimentaram mais cuidado materno do que nos demais (WEAVER et al. 2007).

O enriguecimento ambiental por sua vez também constitui fator potencialmente indutor
de alteracdes epigenéticas e subsequentes modificagdes comportamentais. Em uma revisao
sobre 0 impacto do enriquecimento ambiental na inducdo da plasticidade cerebral/neuronal,
BARONCELLLI et al. (2010) reuniu evidéncias de que no nivel molecular, o enriquecimento
ambiental provoca uma mudanca na expressdo de um grande conjunto de genes envolvido na
estrutura neuronal, na excitabilidade, na transmissdo sinaptica e na plasticidade, modulando a
sintese e secrecdo de neurotrofinas no cérebro e afetando os sistemas colinérgico,
serotoninérgico e noradrenérgico. CHAMPAGNE; MEANEY (2007) verificaram ainda que a
exposicdo de camundongos jovens ao enriquecimento ambiental revertia os efeitos negativos
gue o contato inadequado destes camundongos com suas maes pudesse ter tido na expressédo de
comportamentos de cuidado por estes individuos.

As alteracdes epigenéticas provocadas pelo enriquecimento ambiental podem também
ter efeito transgeracional, como demonstrado por ARAI; FEIG (2011). Estes pesquisadores
compilaram diversos estudos que demonstram que a melhoria da plasticidade sindptica e da
formagao de memoria quando induzida pelo enriquecimento ambiental seria transmitida através
das geracdes, podendo as alteracBes epigenéticas ocorrer tanto por meio de alteracGes em
células somaéticas quanto em gametas. Outro trabalho desenvolvido por KIYONO et al. (1985)
demonstrou que a exposicdo de ratas gravidas a ambientes enriquecidos melhorava tanto o
desempenho destas ratas no teste do labirinto quanto o desempenho de sua prole. DELLE;
ROSE (1987) verificaram posteriormente que o aprendizado adquirido por ratas fémeas em
funcdo da exposicao a ambientes enriquecidos era transmitido a sua futura prole, mesmo quando
0 enriquecimento era aplicado antes da gestacdo. Os mesmos resultados foram observados
tambem na prole de mées que viveram em ambientes enriquecidos, mas que foi criada desde o
nascimento por maes que ndo tiveram contato com o enriquecimento (DELLE; ROSE, 1987),
indicando que o efeito produzido pelo enriqguecimento ambiental foi transmitido a prole antes
do nascimento, presumivelmente durante a gestacao.

Considerando tais informagdes, pretendeu-se neste trabalho avaliar a eficacia do
enriquecimento ambiental em comportamentos relacionados a ansiedade da prole de mées
criadas em ambiente enriquecido durante o periodo perinatal.
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2 JUSTIFICATIVA

Sendo a ansiedade um dos mais comuns transtornos psiquiatricos que acometem a
sociedade atualmente, o presente trabalho justifica-se por utilizar um modelo animal para
buscar alternativas aos alvos no tratamento farmacoldgico. A modulacdo de comportamentos
relacionados & ansiedade medidos através de testes comportamentais e investigagdes hormonal
e molecular em modelo animal é uma das vias de possibilidade de tratamento. Esta modulagéo
comportamental acontece via exposi¢do ao enriquecimento ambiental que interfere em vias
fisioldgicas que poderdo vir a ser foco na terapéutica.

Da mesma forma, a busca por melhorias no ambiente em que maes geram e cuidam de
seus filhotes pode acarretar em efeitos positivos na modulacdo do comportamento e funcées
fisiologicas de seus descendentes. A exposi¢do a um ambiente enriquecido eleva a qualidade
do comportamento que méaes direcionam a seus filhotes reduzindo e assim a ansiedade destes
desde a infancia até a idade adulta. De forma mais longinqua, essa exposi¢do a um ambiente
melhor afeta também de forma positiva os descendentes que ndo foram expostos ao ambiente
enriquecido, configurando o efeito transgeracional. Sendo assim, este trabalho fornece dados
que auxiliam a fomentar as informacfes de programas de salude da mulher e criancas na
orientacdo para os cuidados com gestantes e puérperas.

Também pode ser de grande valia os conhecimentos sobre a forma como a técnica foi
disponibilizada aos animais. Neste caso ela pode servir inclusive como orientacdo de manejo
para a espécie Mus musculus em diversos sistemas de criagdo. Animais que assim sejam criados
ndo terdo as interferéncias comportamentais e moleculares advindas de um quadro
comportamental semelhante a ansiedade.

Além disso, a comparacdo dos resultados obtidos através da utilizacdo da mesma
técnica de enriquecimento ambiental nos diferentes géneros fornece uma ferramenta para
elucidar possiveis diferengas comportamentais e fisioldgicas relacionadas a ansiedade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o papel da exposi¢cdo ao enriquecimento
ambiental na modulagdo de comportamentos relacionados a ansiedade em diferentes testes
comportamentais, na resposta neuroenddcrina e seu efeito transgeracional.

3.2 Objetivos Especificos

- Utilizar testes comportamentais para avaliar o efeito modulador do enriquecimento
ambiental no comportamento relacionado a ansiedade em camundongos;

- Analisar o comportamento materno das fémeas (FO e F1) durante os 7 primeiros dias
apos o parto e a relagdo com o ambiente enriquecido;

- Verificar o efeito da exposi¢cdo ao enriquecimento ambiental em fémeas (FOe F1) ap6s
0 periodo de amamentag&o;

- Avaliar o papel da exposicdo ao enriquecimento ambiental perinatal no
comportamento de filhotes machos (F1) com 28 e 60 dias;

- Avaliar o papel da exposicdo ao enriquecimento ambiental perinatal no
comportamento de filhotes machos e fémeas (F2) com 60 dias;

- Quantificar a resposta da corticosterona a exposi¢do ao enriquecimento ambiental
perinatal de machos das geragdes F1 e F2;

- Mensurar a expressdo das subunidades A e B para o receptor AVP1, os receptores 1 e
2 de CRH e o receptor de OT.

- Detectar diferenca na resposta hormonal entre animais expostos aos testes
comportamentais e animais ndo expostos;

- Averiguar o possivel efeito transgeracional da exposi¢do ao enriquecimento ambiental.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Os animais utilizados neste trabalho, camundongos (Mus muscullus) da linhagem Swiss,
foram cedidos pelo Biotério de Cria¢do de Roedores do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Para a realizacdo do experimento,
foram enviados ao biotério de experimentagdo 16 machos e 16 fémeas com aproximadamente
21 dias acondicionados em caixas de polipropileno medindo 41x34x16cm separados por sexo.
Ao atingirem aproximadamente 60 dias, (D60PN) estes animais foram colocados em casal de
acordo com o grupo experimental. Ao nascer os filhotes, os machos foram retirados e as fémeas
por la permaneceram durante as etapas do experimento. Na formacéo dos grupos das geracdes
seguintes, foram utilizados machos dos grupos padréo para acasalarem com as fémeas de todos
0s grupos. Nestes casos, foram colocadas duas fémeas para cada macho nas caixas
correspondentes aos grupos experimentais. E proximo ao nascimento dos filhotes, os machos
foram retirados das caixas e eutanasiados por decapitacéo e as fémeas separadas nas caixas que
correspondessem ao seu grupo experimental.

No biotério experimental, todos os animais foram mantidos sob condi¢6es controladas
de temperatura, umidade, ruido e ciclo claro-escuro de 12 horas em estantes ventiladas. As
fémeas permaneceram com seus filhotes até 21 dias pos-natal (D21PN), quando se deu o
desmame. Em todos os casos foi feita a sexagem dos filhotes ao nascer e a ninhada foi
padronizada em 8 filhotes sendo 4+1 machos e a quantidade complementar de fémeas. E apds
0 desmame, D21PN, em outra caixa foram colocados de 3 a 4 animais do mesmo sexo e filhotes
da mesma fémea, independente da condic¢éo experimental.

Todos os animais utilizados neste experimento, inclusive os que ndo foram submetidos
a testes comportamentais e nem tiveram materiais biolégicos coletados foram eutanasiados de
acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro atraves do protocolo de numero COMEP- 354/2013.

4.2 Grupos Experimentais

Este trabalho avaliou comportamentalmente trés geracGes expostas direta ou
indiretamente ao enriquecimento ambiental conforme a Figura 3
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ANIMAIS DO
BIOTERIO -

FO

FO PADRAO

FEMEAS F0

CA, LCE, C.M.

FO ENRIQUECIMENTO

FEMEAS FO0

CA, LCE, C.M.

1 [
FEMEAS F1

F1 MACHOS
28 DIAS

CA, LCE, CCE

F1 MACHOS
60 DIAS

LCE, CCE

F1 MACHOS
28 DIAS

CA, LCE, CCE

F1 MACHOS
60 DIAS

LCE, CCE

FEMEAS F1

F1ENRIQ.-
PADRAO

F1 PADRAO

F1
ENRIQUECIMENTO

FEMEAS F1

CA, LCE, CCEC.M.

FEMEAS F1

CA, LCE, CCE C.M.

FEMEAS F1

CA, LCE, CCE C.M.

F2 MACHOS F2 FEMEAS 60
60 DIAS DIAS

CA, LCE, CCE, NSF

F2MACHOS 60 F2 FEMEAS 60
DIAS DIAS

CA, LCE, CCE, NSF CA, LCE, CCE, NSF

F2 MACHOS F2 FEMEAS 60
60 DIAS DIAS

CA, LCE, CCE, NSF CA, LCE, CCE, NSF

CA, LCE, CCE, NSF

Figura 3: Esquema da formagdo dos grupos experimentais e geracGes. Nos quadros brancos estéo
mostrados os testes comportamentais a que foram expostos os grupos. CM= Observagdo do
Comportamento Materno; CA = Campo Aberto; LCE= Labirinto em Cruz Elevado; CCE= Caixa Claro-
Escuro; e NSF = “Novelty Supressed Feeding”- Supresséo da alimentacéo pela novidade.

A quantidade de animais por grupo em cada geracao esta apresentada na Tabela 1:
Tabela 1: Quantidade de animais em cada grupo por cada geracdo e o total de animais utilizados ao
longo de todo o experimento. Em F2 os animais ndo expostos sao aqueles que ndo passaram por testes
comportamentais de acordo com o descrito nos topicos da descri¢do dos grupos.

Geracéo Grupo Tamanho do Grupo
A Padrdo
Fémeas FO . .
Enriquecimento
. Padrao 13
F1 Machos 28 dias . .
Enriquecimento 12
. Padréo 9
F1 Machos 60 dias . .
Enriquecimento 12
Padréo
Fémeas F1 Enriquecimento - Padréo
Enriquecimento 4
Padréo 10
Machos F2 60 dias Teste | Enriquecimento - Padréo 12
Enriquecimento 10
Padréo 8

Machos F2 60 dias

N0 expostos™ Enriquecimento - Padréo

Enriquecimento
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Padrédo 8

Fémeas F2 60 dias Teste | Enriquecimento - Padrao 8

Enriquecimento 8

X ) Padréo 9

Fem~eas F2 60 dias Enriquecimento - Padréo 8
N&o expostos

Enriquecimento 6

Total 178

4.2.1 Grupo padréo (P)

Os animais pertencentes ao grupo padrédo (P), foram alojados durante toda a sua vida e
em todas as geracfes em caixas de policarbonato nas medidas de 30x20x13cm com &gua e
alimento ad libitum e maravalha sobre o fundo (Figura 4). As trés geracdes analisadas possuiam
0 grupo padrédo. Na geracdo FO, apenas as fémeas foram analisadas, primeiramente tiveram seu
comportamento materno avaliado e apos o desmame de seus filhotes foram submetidas aos
testes comportamentais. Na F1 foram analisados nos testes comportamentais indicados na
Figura 3 os filhotes machos no dia 28 pos-natal (D28PN) e no dia 60 pos-natal (D60PN) e as
fémeas tiveram seu comportamento analisado da mesma fora que as fémeas de FO. Para F2,
tanto machos quanto fémeas foram analisados nos testes comportamentais no D60PN. Nesta
ultima geracdo, um grupo independente ndo foi exposto a testes comportamentais sendo o
material bioldgico coletado para futura analise molecular.

4.2.2 Grupo enriquecimento (E)

O grupo Enriquecimento (E) foi uma adequacdo do modelo de enriquecimento
ambiental proposto por MARASHI et al. (2003). Neste ambiente os animais foram alojados em
caixas de policarbonato (as medidas de 49x34x16cm com a tampa em metal contendo uma parte
4,5 cm mais alta que a altura maxima da caixa, maravalha sobre o fundo e agua e comida ad
libitum, além dos itens de enriquecimento (Figura 4).
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Figura 4: Comparacdao entre as caixas do grupo enriquecido (E) a esquerda e padrao (P) a direita. A-
Visdo lateral das caixas; e B- visdo frontal superior.

Os itens selecionados para compor o ambiente enriquecido foram: um tubo de
policloreto de vinil (PVVC do inglés Polyvinyl chlorid) com as extremidades abertas medindo
7x7cm (comprimento x diametro), um tubo de PVC com uma das extremidades fechada
medindo 16x7cm (comprimento x didmetro), meio tubo com as extremidades abertas 5,5x7cm
(comprimento x diametro), uma plataforma suspensa por fios de arame e presa a parte mais alta
da tampa a 3cm da maravalha medindo 15,5x13,5 cm (largura x comprimento) e papel para
aninhamento (Figura 5). Durante as trocas de caixa, 0 excesso de sujeira dos itens do
enriquecimento era retirado, para que o cheiro caracteristico de cada grupo nédo fosse perdido,
e o0 papel de aninhamento reposto.

Figura 5: Caixa com os itens de enriquecimento ambiental. A- Esquema ilustrando os itens e a sua
disposicao na caixa; e B- Foto real da caixa.

Neste grupo 0s animais estiveram expostos ao tipo de ambiente descrito durante toda a
vida. E foram submetidos aos testes comportamentais da mesma forma que no grupo padréo.
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4.2.3 Grupo enriquecimento-padrao (EP)

O grupo enriquecimento—padrao foi formado a partir da geragdo F1. Para sua
composicao, fémeas filhotes de F1 nascidas em ambiente enriquecido passaram para o ambiente
padrdo ap6s o desmame D21PN. Neste ambiente permaneceram, acasalaram e tiveram seu
comportamento analisado assim como as fémeas maes dos outros grupos. Seus filhotes entéo,
foram considerados expostos indiretamente ao enriquecimento ambiental. Sendo importante na
avaliacdo do efeito transgeracional do enriquecimento ambiental.

A avaliagdo comportamental das mées e dos filhotes se deu de forma idéntica aos outros
grupos. As fémeas de F1 tiveram seu comportamento materno avaliado e ap6s o desmame de
seus filhotes foram submetidas aos testes comportamentais. E os filhotes (F2), tanto machos
guanto fémeas, foram submetidos aos testes comportamentais no D60PN. Nesta ultima geracédo
também foi obtido material bioldgico de animais que ndo foram submetidos aos testes
comportamentais para futura analise molecular. .

4.3 Modelos Comportamentais

4.3.1 Comportamento materno

No dia do nascimento, determinado como dia O pos-natal (DOPN), apds a
homogeneizacdo da ninhada, a caixa de polipropileno foi trocada pela caixa de policarbonato
cristal e foi levada para a sala onde foram feitas as filmagens do comportamento materno. As
caixas eram colocadas em uma estante onde os registros eram feitos através de um sistema de
cameras de seguranca onde cada caixa possuia uma camera direcionada (Figura 6) que
registrava continuamente durante 30 minutos no periodo do dia e outros 30 minutos no periodo
noturno. No periodo noturno as imagens eram captadas com auxilio de uma lampada vermelha
ligada pois nem todas as cAmeras possuiam o recurso de infravermelho. Os registros comegaram
no D1PN e terminaram no D7PN totalizando 420 minutos de filmagens.
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Figura 6: Caixas colocadas na estante com o sistema de cameras de seguranca montado para que cada
camera focalizasse uma caixa e as filmagens fossem feitas de forma sequencial e ininterrupta.

Para avaliar o comportamento materno foi utilizada metodologia adaptada de
CHAMPAGNE et al. (2003). Para tal, as imagens foram posteriormente analisadas e o
comportamento registrado a cada minuto. Os comportamentos registrados foram FN — mée fora
do ninho e NN — mé&e sobre o ninho (Figura 7). Caso a fémea estivesse no ninho era registrado
se ela estava exibindo algum comportamento materno (comportamento direcionado a prole) —
NNC ou se ndo estive com comportamentos direcionados a prole — NNS (Figura 8). Os
resultados foram expressos em porcentagem da frequéncia de cada comportamento através da
seguinte formula: % frequéncia = frequéncia registrada x 100 / total de registros.
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Figura 7: Comportamento materno- presenga no ninho. A- Registro de FN (mae fora do ninho);
B- Registro de NN (mé&e no ninho)

Figura 8: Comportamento materno — cuidado. A- Registro de NNC (m&e no ninho exibindo
comportamento materno); e B- registro de NNS (mde no ninho ndo exibindo comportamento materno).

Os comportamentos direcionados a prole que foram registrados durante as observagdes
foram: mée lambendo o filhote ou em grooming (tanto lambedura no corpo e anogenital foram
incluidas) e mae amamentando os filhotes. Neste caso, foram registrados o comportamento nas
posicOes de dorso arqueado (fémea com as costas arqueadas sobre os filhotes e as pernas
estendidas), “cobertor” (quando a mae esta deitada sobre os filhotes e suas patas ndo estdo
estendidas) e em amamentacdo passiva (quando a fémea esta deitada de lado ou de costas e 0s
filhotes estdo amamentando) (Figura 9).
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Figura 9: Registros de comportamento materno. A- Lambedura (grooming); B- Amamentagdo em dorso
arqueado; C- Amamentacdo passiva; e D- Amamentacao cobertor.

4.3.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste do labirinto em cruz elevado é baseado na tendéncia natural de roedores em
explorar novos ambientes e sua inata evitagdo a ambientes abertos, desprotegidos e altos
representados pelos bracos abertos do aparato de teste. A exploracdo destes bracos esta
diretamente relacionada ao grau de ansiedade do animal em teste, quanto maior a exploragéo,
menor a ansiedade.

Este teste foi adaptado do descrito por LISTER (1987), e consiste de dois bragos abertos
opostos (30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz
grega (Figura 10). O aparelho est4 elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chdo. Os bragos
abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central medindo 5x5cm. A plataforma
e as paredes laterais dos bracos fechados foram confeccionadas em acrilico transparente e o
chédo em acrilico preto.

No inicio do teste o animal foi colocado na plataforma central com a face virada para
um dos bragos fechados e este foi filmado por 5 min. As andlises foram feitas a partir da
filmagem e tiveram os seguintes parametros avaliados: porcentagens de entradas e de tempo
despendido em bragos abertos e o comportamento de avaliacdo de risco, “stretch attend
posture” (estiramentos) (RODGERS; DALVI, 1997).
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Figura 10: Aparato de teste Labirinto em Cruz Elevado. A- Visdo diagonal do aparato, dando destaque
aos bragos fechados por paredes transparentes e os bragos abertos séo paredes laterais configurando um
espaco aversivo aos animais. B- Camundongo explorando o aparato durante o teste.

A filmagem foi realizada por uma camera posicionada perpendicularmente acima do
aparato. O teste teve inicio as 8:00 da manha conforme padronizacdo prévia. A sala estava
iluminada por uma luz vermelha. E o labirinto foi higienizado por uma solucéo de alcool a 10%
entre a colocacdo de um animal e outro para que fosse retirada as pistas odoriferas que estes
pudessem ter deixado, e assim ndo influenciar no comportamento do animal a ser testado em
seguida e ndo interferir na analise dos resultados.

4.3.3 Campo aberto (CA)

O teste de campo aberto é realizado em estudos sobre ansiedade baseado na preferéncia
espontanea que roedores tem por ambientes fechados. Desta forma, preferirdo a periferia ao
centro da arena de teste, isso por causa de uma tendéncia destes animais de permanecerem perto
de superficies verticais (tigmotaxia). O grau de tigmotaxia durante o periodo que o animal esta
sendo testado no campo aberto pode ser um pardmetro para avaliar seu grau de ansiedade
(SIMON et al, 1994).

O teste foi realizado em uma caixa de acrilico medindo 30x30cm com paredes
transparentes de 15 cm de altura e ch&o preto dividido em 9 quadrantes iguais (Figura 11). Os
animais foram colocados no centro do campo aberto e avaliados durante os 5 minutos (ROCHA
et al. 2011). Para avaliar a atividade locomotora dos animais foi analisada a velocidade média
e distancia percorrida. Além disso, a distancia percorrida foi separada na porcentagem
percorrida nos quadrantes periféricos e a porcentagem percorrida no centro, servindo de
pardmetros para a avaliacdo do efeito ansiolitico do enriquecimento ambiental.
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Figura 11: Aparato do teste Campo Aberto mostrando as delimitacGes de quadrantes. Os quadrantes
proximos as paredes de acrilico sdo os considerados quadrantes da periferia e 0 quadrante do meio,
quadrante central. A- Visdo frontal do aparato com um animal em teste; e B- vis&o superior do aparato.

O aparato foi colocado em uma sala escura com a cAmera posicionada acima em posi¢ao
perpendicular ao centro. O teste teve inicio logo em seguida ao teste do labirinto em cruz
elevado. E o aparato foi higienizado com uma solug&o de &lcool a 10% para a retirada de odores
entre um animal e outro para que ndo houvesse influéncia no resultado do teste.

4.3.4 Caixa claro-escuro

A caixa claro-escuro é um teste baseado na aversdo inata dos roedores a ambientes
iluminados e no comportamento espontdneo de exploragdo em resposta a estressores
moderados, que sdo a luz e a novidade (BOURIN; HASCOET, 2003). O teste consiste em uma
caixa de acrilico composta de um compartimento iluminado a 400 + 10 LUX medindo 200 x
265 x 260mm (A x L x C) e um compartimento escuro (A x L x C) 200 x 265 x 175mm (Figura
12). No inicio do teste os animais foram colocados no centro da parte escura do aparato de
frente para a area clara e filmados por 10 minutos. Posteriormente puderam ser analisados 0s
seguintes parametros: a laténcia para a primeira transi¢do, o nimero de transi¢cdes entre os dois
compartimentos e o tempo de permanéncia na area clara (CRAWLEY; GOODWIN, 1980).
Entre o teste de um animal e outro, o aparato foi higienizado por uma solucéo de alcool a 10%
a fim de retirar o odor deixado pelo animal durante a permanéncia na caixa.
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Figura 12: Aparato do teste da Caixa Claro-Escuro. A- Visdo superior dos compartimentos claro e
escuro, com a tampa da caixa aberta ap0s a secdo de filmagem; e B- Compartimento claro, com seus
quadrantes e na parede o orificio de transicao entre os ambientes.

4.3.5 Alimentacdo suprimida pela novidade

O teste realizado foi uma modificacdo do descrito por SANTARELLI et al. (2003). A
modificacdo se deu a fim de atender as normas de bem-estar animal na experimentacao, onde
sugere-se que sejam reduzidos ao maximo o tempo de sofrimento do animal. O original foi
descrito com a privacdo de alimentagdo por 24 horas, e para a realizacdo os animais foram
privados de alimentacdo por 16 horas antes do inicio do teste. Ao comecar, 0s camundongos
foram colocados na periferia de uma arena iluminada medindo de 49x34x16cm. Nesta arena
havia dois pellets de racdo, pesados previamente, amarrados a uma plataforma circular forrada
com papel (Figura 13). Segundo SAMUELS; HEN (2011), uma laténcia maior para comer é
usada para descrever animais mais ansiosos.

A arena esteve tampada durante todo o teste, sendo deixada apenas uma pequena
abertura para a passagem de ar. Para cada animal foi montada uma caixa e um suporte dos
pellets de ragdo para que ndo houvesse interferéncia de odor de um animal para o outro. O teste
foi filmado por 10 minutos e posteriormente foi analisada a laténcia para ingestdo do alimento,
a diferenca de peso dos pellets antes e depois do teste, a porcentagem de perda de peso dos
animais submetidos ao teste e a diferenca de peso dos pellets de ragdo fornecidos aos animais
ao final do teste em caixas semelhantes as que eram mantidos ao longo do trabalho.
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Figura 13: Arenas do teste de Supressdo da Alimentacdo pela Novidade. No centro das arenas estdo
posicionados os pellets de ragéo sobre a plataforma elevada forrada com papel. Abaixo das caixas a
identificacdo do grupo experimental: P- padréo, E+P- Enriquecimento-Padréo e E- Enriquecimento.

4.3.6 Cronograma

A sequéncia dos testes foi realizada de acordo com a Figura 14. O teste do labirinto em
cruz elevado (LCE) foi seguido na sequéncia pelo campo aberto (CA) no mesmo dia. Apds um
dia de intervalo os animais foram avaliados na caixa claro-escuro (CCE). Na geracédo F2, o teste
da supressdo da alimentacédo pela novidade (NSF) foi realizado dois dias ap6s o teste CCE.

As eutanasias ocorreram 24 horas ap6s o Ultimo teste ao qual o animal foi submetido.

Dias Pds-Natal

28 30 60
1 7 29 61 63 64
........... f B C * D E F +
A
A = Comp. Materno - FFO e FF1 D =LCE e CA - M60F1 M60F2 e F60F2 *Fémeas FO e F1 passaram pelo teste
B =LCE e CA - M28F1 E = CCE - M60F1 M60F2 e F60F2 apods o desmame dos filhotes
C=CCE - M28F1 F = NSF - M60F2 e F60F2 t Eutanasia

Figura 14: Cronograma dos modelos comportamentais

4.4 Parametros Neuroendocrinos

4.4.1 Corticosterona

A coleta do sangue para a analise de corticosterona ocorreu ap0s a eutanasia por
decapitacdo dos animais no periodo da manhd. Os animais expostos aos modelos
comportamentais foram eutanasiados 24 horas ap0s a exposi¢do ao ultimo teste. Ja os animais
ndo expostos a testes foram eutanasiados aos 60 dias. Apds a decapitagdo o sangue foi coletado
em um tubo do tipo eppendorf devidamente identificado e colocado em um recipiente com gelo
até o momento da centrifugacdo. Esta foi realizada em centrifuga com temperatura de 25°C, a
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30000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi entdo colocado em um tubo tipo eppendorf
devidamente identificado e congelado a -20°C.

A analise hormonal se deu pelo método de Radioimunensaio utilizando o Kit
ImmuChem™ 12°| Cosrticosterone RIA do laboratério MP Biomedicals. Seguindo o protocolo
contido no manual fornecido pelo fabricante, as amostras foram descongeladas e utilizados 10ul
para ao ensaio. Ao final dos procedimentos de marcagdo com os reagentes presentes no Kit, as
amostras foram levadas ao contador de radiacdo Gama e obtidos os valores da corticosterona
marcada.

4.4.2 Andlise da expressdo de receptores

ApOls a eutanasia por decapitacdo, os encéfalos foram rapidamente dissecados e
coletadas as seguintes regides: cortex frontal, hipocampo e amigdalas adotando como referéncia
0 atlas FRANKLIN; PAXINOS (2007). Imediatamente apds a dissecacdo, os tecidos foram
congelados em anidrido carbénico solido, e depois estocados a -80°C para posterior
processamento.

Para a analise molecular através do método quantitativo de Reacdo em cadeia de
polimerase em tempo real (RT-qPCR), apenas foram utilizadas amostras oriundas das
amigdalas. O RNA total de cada amostra foi extraido utilizando-se Trizol (Invitrogen®) de
acordo com as instrucdes do fabricante quantificado em nanoespectrofotometro DS-11
(DeNovix). Apos a extragdo do RNA total, as amostras foram tratadas com DNase para evitar
a contaminacdo com DNA e realizada a sintese de DNA complementar (cDNA) em
termociclador (Applied Biosystems®) utilizando-se kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems®), sendo o cDNA obtido armazenado em freezer
-200C até utilizacdo para as reacdes de PCR em tempo real.

A expressdo do gene foi detectada pela utilizacdo de sondas TagMan (TagMan Gene
Expression assays) através do método de PCR em tempo real, usando o kit TagMan® Fast
Advanced PCR Master Mix (Applied Biosystems®). As amostras foram quantificadas em
triplicata utilizando como controle interno o gene [-actina e as reacdes realizadas em
equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os resultados foram
analisados com base no valor de CT (cicle threshold ou ciclo limiar), sendo este o ponto
correspondente ao nimero de ciclos onde a amplificacdo atinge dado limiar, e expressos através
dos valores comparativos (D) da expressdo do gene alvo em relagdo ao gene padrio (p-actina)
segundo a formula 222t (LUONI; ROCHA; RIVA, 2014). Foram entdo avaliados os genes
para os subtipos A e B do receptor AVP1, os receptores 1 e 2 de CRH e o receptor de OT, sendo
as sondas e iniciadores adquiridos da Life Technologies. As sondas e iniciadores utilizados
foram Mouse - ACTB (Actin, Beta) Endogenous Control (VIC®/MGB probe) - 4352341E;
Mouse - Crhrl - Mm00432670_m1; Mouse - Crhr2 - Mm00438303_m1; Mouse - Oxtr -
Mm01182684 m1; Mouse - Avprla - Mm00444092_ ml; Mouse - Avprlb -
MmO01700416_m1.

4.5 Andlise dos Videos

A andlise dos videos dos modelos comportamentais foi realizada através do software
SMART Video-Tracking da PanLab durante o periodo disponivel para teste (trial version). Os
videos do comportamento materno foram analisados manualmente tendo os registros anotados
em tabela digital para posterior analise estatistica. Todos 0s registros comportamentais foram
realizados por pesquisadores experientes na funcdo. Durante os registros dos testes o
observador ndo tinha a informagéo do grupo ao qual o animal analisado era pertencente, teste
cego. Exceto pelos videos que eram realizados diretamente nas caixas moradia. Ou quando foi
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necessaria a identificacdo dos grupos durante a filmagem, como no teste da alimentacéo
suprimida pela novidade.

4.6 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi feita através do software GrapHHAd Prism versdo 6. Para a
andlise entre dois grupos foi usado o teste t ndo pareado, e nas analises com os trés grupos foi
utilizado o teste ANOVA de uma via com multiplas comparac6es (Uncorrected Fisher's LSD).
E para a comparacéo entre geragoes, foi utilizado o ANOVA de duas vias. Todos os resultados
estdo expressos em média e erro padrdo da média. E o teste de multiplas comparagdes so teve
seu resultado considerado ap6s a constatacdo de diferenca significativa apontada pelo ANOVA.

Para os testes de analise estatistica dos parametros fisiologicos, foi realizado o teste de
ROUT para a eliminacao de possiveis valores outliers previamente ao teste de comparacao entre
0S grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 Modelos Comportamentais

5.1.1 Comportamento materno

Apos a analise dos parametros registrados durante a observacdo do comportamento
materno, pudemos verificar que os grupos padrao (P) e enriquecimento (E) de fémeas FO, maes
de F1, ndo apresentaram diferenca em relacdo ao tempo em que ficaram no ninho (NN) (Figura
15 A). O resultado do teste t foi p=0,5947 (48+5,1%; 43,8+5,6%). Porém foi possivel verificar
que durante o tempo que passaram no ninho, as fémeas FO do grupo enriquecido (E) estiveram
mais dedicadas ao cuidado com os filhotes (46,8+8,9%; 77,8+5,4%; p=0,0138) (Figura 15 B).

Fémeas FO
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de permanéncia no ninho

Frequéncia Relativa (%)
do cuidado com os filhotes
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Figura 15: Comparacéo da frequéncia relativa dos registros de comportamento materno entre 0s grupos
padrdo (P) e enriguecimento (E) nas fémeas FO, maes de F1. [A] NN- no ninho p=0,5947 e [B] NNC-
no ninho com cuidado P=0,0138. *Diferenca significativa em relacéo ao grupo P

Ja para as fémeas F1, mdes de F2, houve diferenca na frequéncia relativa de tempo
dentro do ninho (62,2+3,7%; 57,8+2,9%); 48,4+2,2%; F=4,065 p=0,0425). A diferenca esta no
grupo E em relacdo ao grupo P (p=0,0140) quando realizadas multiplas comparac@es entre 0s
grupos como pode ser visualizada na Figura 16 A. Quando verificada a frequéncia relativa do
cuidado materno dos trés grupos ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
(68,4+4,1%; 71,1+6%; 78,1+3,1%; F=0,8120 p=0,4689) (Figura 16).
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Figura 16: Comparacéo da frequéncia relativa dos registros de comportamento materno entre 0s grupos
padrdo (P), enriquecimento — padrdo (E-P) e enriquecimento (E) nas fémeas F1, mdes de F2. [A] NN-
no ninho F=4,065 p=0,0425 p=0,0140 e [B] NNC- no ninho com cuidado F=0,8120 e p=0,4689. *
Diferenca significativa em relacéo ao grupo P

A auséncia de diferenca significativa entre os grupos desta geragdo pode ser devido ao
baixo nimero de fémeas com filhotes no grupo E, foram 4 neste grupo e 6 nos outros. Além
disso, a caixa do grupo enriquecimento favorecia que as mées se escondessem com os filhotes
dentro dos tubos plasticos disponibilizados, assim como esconderem os ninhos das cameras de
filmagem com maravalha. Elas deslocavam boa parte da maravalha do chéo da caixa para a
parede onde estavam focalizadas as cadmeras, dificultando ou impedindo a visualizacdo do
comportamento.

O ocorrido com este grupo pode ser por 2 motivos. 1- macro e micro ambiente durante
a gestacdo e 21 dias pds natal (FO-P nasceu no biotério de criagdo e permaneceu no mesmo
macro e micro ambiente por 21 dias enquanto os grupos de F1 foram gerados no biotério de
experimentacédo); 2- condi¢des do microambiente em que os animais cresceram (FO cresceu em
uma caixa grande com varias outras fémeas até o0 momento em que foram separadas e colocadas
em suas caixas — padrdo ou enriquecidas- junto com 1 macho para o acasalamento e 0s grupos
de F1 cresceram numa caixa padrdo com 4 + 1 fémeas irmds e continuaram na mesma caixa até
0 acasalamento quando permaneceram 2 mais 0 macho).

Desta forma nossos dados e analises nos permitem inferir que o enriquecimento
favoreceu o cuidado materno em FO e n&o foi significativo para o cuidado materno em F1.

5.1.2 Labirinto em cruz elevado

As fémeas FO foram o primeiro grupo testado. Dos parametros analisados foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de entradas nos bracos abertos
(13,7+2,1%; 22,1+2,3%; p=0,0347) e no tempo despendido nos bracos abertos ndo foi
encontrada diferenca (16,1+6%; 23,8+4,1; p=0,3699) (Figura 17).
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Figura 17: Comparacdo entre os parametros analisados no teste de labirinto em cruz elevado entre os
grupos padréo (P) e enriquecimento (E) das fémeas FO. [A] Porcentagem de entradas nos bracos abertos
do labirinto (p=0,0347); [B] Porcentagem no tempo de permanéncia nos bragos abertos (p=0,1690).
*Diferenca significativa em relacdo ao grupo P

Em F1 podemos observar diferenca significativa na porcentagem de entrada nos bracos
abertos (34,5+3,8%; 48,5+4,7%; p=0,0305) e na porcentagem do tempo de permanéncia nos
bracos abertos (25,3+2,8%; 36,6+4,6%); p=0,0425) entre os grupos P e E, respectivamente,
guando os machos com 28 dias foram testados (Figura 18 A e B), assim como na quantidade
de comportamentos do tipo estiramento (16,5+3; 6,6+2,1; p=0,0153) (Figura 18 C).
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Figura 18: Comparagdo entre os parametros analisados no teste de labirinto em cruz elevada a entre 0s
grupos padréo (P) e enriguecimento (E) dos machos de 28 dias de F1. [A] Porcentagem de entradas nos
bragos abertos do labirinto (p=0,0305); [B] Porcentagem no tempo de permanéncia nos bragos abertos
(p=0,0425); [C] NUumero total de estiramentos-SAP (p=0,0153). *Diferenca significativa em relacdo ao
grupo P

E entre os grupos dos machos com 60 dias houve diferenca na porcentagem do tempo
de permanéncia nos bragos abertos (19,4+2,6%; 26,8+2,2%; p=0,0465) (Figura 19 B). Ndo
houve diferenca significativa na porcentagem de entradas nos bracos abertos (23,6+0,8%;
25,3+0,9%; p=0,1803).
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Figura 19: Comparagdo entre os parametros analisados no teste de labirinto em cruz elevada a entre os
grupos padréo (P) e enriguecimento (E) dos machos de 60 dias de F1. [A] Porcentagem de entradas nos
bracos abertos do labirinto (p=0,2162); [B] Porcentagem no tempo de permanéncia nos bragos abertos
(p=0,0465). *Diferenca significativa em relagdo ao grupo P

Jé& as fémeas de F1 apresentaram diferenca significativa na porcentagem de entradas nos
bracos abertos (11,3+1,1%; 16,8+1,5%; 16,7+1,4%; F=4,9210 p=0,0325) (Figura 20 A) e na
porcentagem de tempo de permanéncia nos bragcos abertos entre os grupos P, E-P e E
(6,1+1,9%; 13,6+1,8%; 14,9+3,8%; F=4,2470 p=0,0381) (Figura 20 B).
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Figura 20: Comparagdo entre os parametros analisados no teste de labirinto em cruz elevada a entre 0s
grupos padrédo (P), enriquecimento-padrédo (E-P) e enriquecimento (E) das fémeas de 60 dias F1, maes
de F2. [A] Porcentagem de entradas nos bracos abertos do labirinto (F=4,921 e p=0,0325); [B]
Porcentagem no tempo de permanéncia nos bragcos abertos (F=4,247 e p=0,0381. *Diferenca
significativa em relagéo ao grupo P

Este resultado mostra que ha um efeito residual no comportamento relacionado a
ansiedade das fémeas no teste de labirinto em cruz elevado do grupo E-P que foram trocadas
de ambiente aos 21 dias pos-natal. Neste caso o enriquecimento perinatal influenciou o
desempenho destes animais no teste.

Na segunda geracdo de animais expostos ao enriquecimento, os machos F2
apresentaram diferenca significativa na porcentagem de entradas nos bragos abertos (7,7+2,3%;
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6,1+1,5%; 18,8+1,2%; F=15,880 p<0,0001) (Figura 21 A), na porcentagem de tempo de
permanéncia nos bragos abertos (5,9+2,3%; 2,8+0,9%,; 20,1+2,4%; F=22,640 p<0,0001)
(Figura 21 B) e na quantidade total de estiramentos - “stretched attend posture” (SAP)
(32,8+2,5; 34,3+2,0; 25,1+1,8; F=5,341 p=0,0106), importante comportamento de avaliacdo de
risco (Figura 21 D) entre os grupos P, E-P e E.
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Figura 21: Comparagdo entre os parametros analisados no teste de labirinto em cruz elevada a entre 0s
grupos padrdo (P), enriquecimento-padrao (E-P) e enriquecimento (E) dos machos de 60 dias F2. [A]
Porcentagem de entradas nos bragos abertos do labirinto (F=15,88 e p<0,0001); [B] Porcentagem no
tempo de permanéncia nos bracos abertos (F=22,64 e p<0,0001); [C] estiramentos-SAP (F=5,341 e
p=0,0106). *Diferenca significativa em relagdo ao grupo P. #Diferenca significativa em relag&o ao grupo
E-P.

J& as fémeas da segunda geracgdo, F2, apresentaram diferencas significativas entre os
grupos P, E-P e E na porcentagem de entradas nos bracos abertos (14,7+1,4%; 12,6+3,5%);
21,7+1,8%; F=4,1610 p=0,0317) (Figura 22 A) e na porcentagem de tempo de permanéncia nos
bragos abertos (6,6+1,9%; 4,0+1,6%; 18,8+2,7%; F=13,280 p=0,0003) (Figura 22 B).
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Figura 22: Comparacao entre os pardmetros analisados no teste de labirinto em cruz elevado a entre 0s
grupos padrédo (P), enriquecimento-padrdo (E-P) e enriquecimento (E) das fémeas de 60 dias F2. [A]
Porcentagem de entradas nos bragos abertos do labirinto (F=4,161 e p=0,0317) e [B] Porcentagem no
tempo de permanéncia nos bragos abertos (F=13,28 e p=0,0003). *Diferenca significativa em relacéo
ao grupo P. #Diferenca significativa em relagdo ao grupo E-P.

As diferencas encontradas entre 0s grupos, tanto dos machos de F2 quanto no das fémeas
F2, nos mostra que ndo ha influéncia da exposicao das maes destes animais ao enriquecimento
ambiental no comportamento da prole. A influéncia do enriquecimento ambiental nos
resultados do teste de labirinto em cruz elevado so se da através da exposicao direta.

5.1.3 Campo aberto

O teste de campo aberto foi aplicado em todos os grupos e geracdes estudados de acordo
com a sequéncia dos testes explicadas na metodologia (Figura 14), porém os dados dos grupos
de machos com 60 dias de F1 foi perdido. Apresentaremos entédo os resultados na sequéncia em
que os testes foram realizados.

Nos grupos P e E de fémeas de FO ndo foi encontrada nenhuma diferenga significativa
nos parametros analisados (Figura 23), velocidade média (7,0£0,4cm/s; 6,8+0,4cm/s;
p=0,7926), distancia total percorrida (2220,0£138,0cm; 2048+109,6cm; p=0,3991); e
porcentagem da distancia percorrida no centro do aparato (6,8+0,4%; 6,6+0,4%; p=0,6982).
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Figura 23: Comparag&o entre os parametros analisados no teste de campo aberto entre os grupos padrdo
(P) e enriquecimento (E) das fémeas FO. [A] Velocidade média (p=0,7926); [B] Distancia total
percorrida (p=0,3991); e[C] Porcentagem da distancia percorrida no centro do aparato (p=0,6982).

Também ndo foram encontradas diferencas nos grupos de machos F1 28 dias,
velocidade média (7,7+0,4cm/s; 7,4+0,4cm/s; p=0,5972), distancia total percorrida
(2257,0£113,0cm; 2179,0+£110,7cm; p=0,6266); e porcentagem da distancia percorrida no
centro do aparato (8,2+1,0%; 9,8+1,0%; p=0,2762) (Figura 24).
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Figura 24: Comparag&o entre os parametros analisados no teste de campo aberto entre os grupos padréo
(P) e enriquecimento (E) dos machos de 28 dias de F1. [A] Velocidade média (p=0,5972); [B] Distancia
total percorrida (p=0,6266); e [C] Porcentagem da distancia percorrida no centro do aparato (p=0,2762).

Assim como nas fémeas F1, velocidade média (6,6+0,5cm/s; 5,1+0,5cm/s; 6,3+1,5cm/s;
F=1,1720 p=0,3403), distancia total percorrida (1986,0+143,7cm; 1528,0+147,8cm;
1885,0+465,5cm; F=1,1680 p=0,3415); e porcentagem da distancia percorrida no centro do
aparato (10,8+2,0%; 13,6+2,0%; 15,7+4,6%; F=0,7663 p=0,4846) (Figura 25).
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Figura 25: Comparag&o entre os parametros analisados no teste de campo aberto entre os grupos padrédo
(P), enriguecimento — padrdo (E-P) e enriquecimento (E) das fémeas de 60 dias de F1, mées de F2. [A]
Velocidade média (F=1,172 e p=0,3403); [B] Distancia total percorrida (F=1,168 e p=0,3415); [C]
Porcentagem da distancia percorrida no centro do aparato (F=0,7663 e p=0,4846); e [D] Quantidade de
bolos fecais encontrados no aparato ap6s o teste (F=0,2149 e p=0,8094).

A Figura 26 mostra os resultados dos grupos de machos 60 dias de F2, velocidade média
(6,2£0,4cm/s; 6,7+0,4cm/s; 6,7+0,4cm/s; F=0,4264 p=0,6570), distancia total percorrida
(1854+130,8cm; 1996,0+130,8cm; 1980,0+112,6; F=0,3732 p=0,6919) e porcentagem da
distdncia percorrida no centro do aparato (6,0+1,1%; 6,2+1,0%; 9,4+0,6%; F=3,7810
p=0,0352). Sendo significativa a diferenca na porcentagem da distancia percorrida no centro.
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Figura 26: Comparag&o entre os parametros analisados no teste de campo aberto entre os grupos padréo
(P), enriguecimento — padrdo (E-P) e enriquecimento (E) dos machos de 60 dias de F2. [A] Velocidade
média (F=0,4264 e p=0,6570); [B] Distancia total percorrida (F=0,3732 e p=0,6919); [C] Porcentagem
da distancia percorrida no centro do aparato (F=3,781 e p=0,0352 - Comparagdes P vs E-P p=0,8939; P
vs E p=0,0216; E-P vs E p=0,0230). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo P. #Diferenca
significativa em relag&o ao grupo E-P.

Assim como as fémeas F2 também apresentaram diferencas significativas entre os
grupos P, E-P e E em relacdo a porcentagem da distancia percorrida no centro do aparato de
teste (5,9+1,2%; 6,6+0,6%; 9,4+0,6; F=4,577 p=0,0224), e ndo houve diferenga significativa
na velocidade média (7,0+0,9cm/s; 6,4+0,3cm/s; 5,8+0,4cm/s; F=0,8879 p=0,4264) e distancia
total percorrida no aparato (1624,0+237,3cm; 1879,0+323,5cm; 1748+114,4cm; F=0,6683
p=0,5232). A Figura 27 mostra a diferencga entre 0s grupos.
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Figura 27: Comparag&o entre os parametros analisados no teste de campo aberto entre os grupos padréo
(P), enriquecimento — padrédo (E-P) e enriquecimento (E) das fémeas de 60 dias de F2. [A] Velocidade
média (F=0,8879 e p=0,4264); [B] Distancia total percorrida (F=0,6683 e p=0,5232); e [C] Porcentagem
da distancia percorrida no centro do aparato (F=4,577 e p=0,0224 - Comparagdes P vs E-P p=0,5556; P
vs E p=0,0092; E-P vs E p=0,0339). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo P. #Diferenca
significativa em relag&o ao grupo E-P.

5.1.4 Caixa claro-escuro

O teste da caixa claro-escuro comecou a ser realizado a partir dos machos de 28 dias de
F1. Neste grupo foi identificada diferenca significativa no tempo de laténcia para os animais
explorarem o lado claro do aparato (10,1+1,4s; 5,8+0,9s; p=0,0173) (Figura 28 A), e ndo foram
encontradas diferencas significativas no namero de transigdes entre os ambientes da caixa teste
(p=0,4957) e na frequéncia relativa do tempo despendido na parte clara da caixa (p=0,0932).
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Figura 28: Comparacao dos parametros utilizados para a andlise do teste da caixa claro-escuro entre 0s
grupos padrdo (P), e enriquecimento (E) dos machos de 28 dias de F1. [A] Tempo de laténcia para
explorar a parte clara do aparato de teste (p=0,0173); [B] Numero de transi¢Ges entre os ambientes da
caixa teste (p=0,4957); e [C] Frequéncia relativa do tempo despendido na parte clara da caixa
(p=0,0932). * Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo P.

Nos machos de 60 dias de F1 (Figura 29), os resultados encontrados sé apontaram
diferenga significativa no tempo de laténcia para os animais explorarem o lado claro do aparato
(28,3+3,1s; 17,1+1,8s; p=0,0034), e ndo foram encontradas diferencas no numero de transi¢ées
entre os ambientes da caixa teste (11,9+0,9; 13,2+0,7; p=0,2643) e na frequéncia relativa do
tempo despendido na parte clara da caixa (47,0+2,8; 47,6+2,0; p=0,8583).
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Figura 29: Comparagdo dos parametros utilizados para a analise do teste da caixa claro-escuro entre 0s
grupos padrdo (P), e enriquecimento (E) dos machos de 60 dias de F1. [A] Tempo de laténcia para
explorar a parte clara do aparato de teste (p=0,0034); [B] Numero de transi¢Ges entre os ambientes da
caixa teste (p=0,2643); e [C] Frequéncia relativa do tempo despendido na parte clara da caixa
(p=0,8583). *Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo P.

As fémeas de F1 também apresentaram diferenca significativa na laténcia para a
exploracdo do lado claro da caixa entre os grupos P, E-P e E (36,2+3,8s; 23,5£3,7s; 18,5+4,6s;
F=5,1420 p=0,0226) (Figura 30 A) e ndo apresentaram diferenca significativa para o nimero
de transi¢fes (12,2+1,2; 11,2+1,4; 11,3+1,5; F=0,1728 p=0,8432) e a frequéncia relativa do
tempo de permanéncia na parte clara da caixa (47,9+4,9%; 38,9+2,9%; 47,8+2,7%; F=1,8830
p=0,1913).
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Figura 30: Comparagdo dos parametros utilizados para a analise do teste da caixa claro-escuro entre 0s
grupos padréo (P), enriquecido — padrdo (P-E) e enriquecimento (E) das fémeas de 60 dias de F1, mées
de F2. [A] Tempo de laténcia para explorar a parte clara do aparato de teste (F=5,142 e p=0,0226 -
Comparag0es P vs E-P p=0,0330; P vs E p=0,0106; E-P vs E p=0,4102); [B] NUmero de transi¢Ges entre
0s ambientes da caixa teste (F=0,1728 e p=0,8432); e [C] Frequéncia relativa do tempo despendido na

parte clara da caixa (F=1,883 e p=0,1913). *Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
P.

Na segunda geracdo analisada, F2, também pudemos notar a diferenca significativa no
tempo de laténcia para a exploragéo do lado claro do aparato entre os grupos P, E-P e E nos
machos (Figura 31 A) (21,7+2,6s; 13,942,0s; 10,4+1,6s; F=7,0310 p=0,0036), ndo no numero
de transicdes (10,4+1,6; 19,0+1,8; 16,0+1,6; F=1,1110 p=0,3428) nem na frequéncia relativa
de permanéncia no lado claro da caixa (43,6%£2,4%; 41,7+2,3%; 47,9+1,0%; F=2,4100
p=0,1046).
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Figura 31: Comparacao dos parametros utilizados para a andlise do teste da caixa claro-escuro entre 0s
grupos padrao (P), enriquecido — padréo (P-E) e enriquecimento (E) dos machos de 60 dias de F2. [A]
Tempo de laténcia para explorar a parte clara do aparato de teste (F=7,031 e p=0,0036 - ComparacGes
P vs E-P p=0,0152; P vs E p=0,0010; E-P vs E p=0,2212); [B] NUmero de transi¢des entre os ambientes
da caixa teste (F=1,111 e p=0,3428); e [C] Frequéncia relativa do tempo despendido na parte clara da
caixa (F=2,410 e p=0,1076). *Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo P.

Os resultados encontrados para as fémeas de F2 (Figura 32) mostram diferenca
significativa para a laténcia para o ambiente claro (20,0+2,4s; 12,0+2,5s; 11,2+1,5s; F=4,8250
p=0,0219) e o0 numero de transicdes (16,4+0,9; 12,9+1,0; 13,0+0,8; F=5,2110 p=0,0151). Ja a
frequéncia relativa de permanéncia na parte claro do aparto ndo possui diferenca significativa
entre os grupos (40,5+2,9%; 35,2+2,7%; 40,9+1,2%; F=1,8810 p=0,1798).

56



Fémeas 60 dias F2

A B
o
= 257 o 207
S T & o
o 201 b 154 . .
© < —
1S * © T
© 15 T b
E X @ 104
£ 101 ] °
© 1 2
5 3 s s
c 57 | €
5 1 2
S 0 Z o
Q Q 2 Q ? <
& <
C
g2 50
©
©  —
S S 404 I 5
= o I
© c
o g 301
x 5
S S 201
© c
S ©
S E 101
.
S s
— o
i 0 T -
Q ? <
<

Figura 32: Comparagdo dos parametros utilizados para a analise do teste da caixa claro-escuro entre 0s
grupos padrdo (P), enriquecido — padrdo (P-E) e enriquecimento (E) das fémeas de 60 dias de F2. [A]
Tempo de laténcia para explorar a parte clara do aparato de teste (F=4,825 e p=0,0219 - Comparagdes
P vs E-P p=0,0196; P vs E p=0,0111; E-P vs E p=0,7785); [B] NUmero de transi¢des entre os ambientes
da caixa teste (F=5,211 e p=0,0151 - Comparacdes P vs E-P p=0,0113; P vs E p=0,0118; E-P vs E
p=0,9109); e [C] Frequéncia relativa do tempo despendido na parte clara da caixa (F=1,881 e p=0,1798).
*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo P.

Os resultados obtidos no teste da caixa claro-escuro nos mostram que tanto a exposicao
direta, quanto a indireta (grupo E-P) ao enriquecimento ambiental apresenta efeitos em relagdo
a exploracdo do lado claro do aparato. Este fato se deve a atenua¢do dos comportamentos
relacionados a ansiedade quando o animal é exposto ao enriquecimento ambiental.

5.1.5 Teste de supressao da alimentacéo pela novidade

Este modelo foi aplicado apenas nos animais da segunda geracao (F2) buscando avaliar
melhor o comportamento dos animais frente ao desafio de explorar um ambiente aversivo se
alimentar. Nos machos ha diferenca significativa na laténcia para se alimentar do pellet de
comida no centro da caixa entre os grupos P, E-P e E (Figura 33 A) (147,7£15,7s; 101,4+8,8s;
62,8+9,4s; F=13,0700 p=0,0001), ndo havendo, portanto, diferenca significativa na
porcentagem relativa de perda de peso dos animais submetidos ao teste (12,6x1,4%;
12,8+0,5%; 13,2+1,1%; F=0,0957 p=0,9091), na diferenca de peso dos pellets de racédo
colocados na caixa teste antes e depois do teste, expressada em porcentagem (1,0+0,1%;
1,2+0,2; 1,3£0,1%; F=0,6111 e p=0,5496), nem na diferenca de peso dos pellets de racédo
fornecidos aos animais ao final do teste, também em porcentagem (2,9+0,3%; 2,7+0,5%;
2,7+0,5%; F=0,0668 e p=0,9355).
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Figura 33: Comparagdo dos parametros analisados no teste de supressao da alimentacéo pela novidade
entre os grupos padrdo (P), enriquecimento-padrdo (E-P) e enriquecimento (E) nos machos de F2. [A]
Tempo em segundos para se alimentar do pellet de comida no centro da caixa teste (ANOVA F=13,07
e p=0,0001 — Comparagdes P vs E-P p=0,0085; P vs E p<0,0001; E-P vs E p=0,0251); [B] Porcentagem
de perda de peso dos animais submetidos ao teste (F=0,0956 e p=0,9091); [C] Diferenca de peso dos
pellets de racdo colocados na caixa teste antes e depois do teste (F=0,6111 e p=0,5496); e [D] Diferenca
de peso dos pellets de racéo fornecidos aos animais ao final do teste (F=0,0668 e p=0,9355). * Diferenca
significativa em relagdo ao grupo P. # Diferenca significativa em relagdo ao grupo E-P.

A como o encontrado para os machos de F2, os grupos experimentais de fémeas em F2
apresentaram diferenca significativa na laténcia para se alimentar do pellet de comida no centro
da caixa (Figura 34 A)Figura 33 (143,7+11,4s; 93,7+20,4s; 38,3t5,3s; F=16,1900 p<0,0001),
ndo havendo, portanto, diferenca significativa na porcentagem relativa de perda de peso dos
animais submetidos ao teste (12,2+1,3%; 12,5+0,8%; 10,2+1,0%; F=1,3610 p=0,2782), na
diferenca de peso dos pellets de racdo colocados na caixa teste antes e depois do teste,
expressada em porcentagem (1,2+0,1%; 1,2+0,2; 1,5+0,2%; F=1,0570 e p=0,3652), nem na
diferenga de peso dos pellets de ragdo fornecidos aos animais ao final do teste, também em
porcentagem (5,3+1,1%; 4,7+0,8%; 2,8+0,7%; F=1,9280 e p=0,1704).
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Figura 34: Comparacdo dos parametros analisados no teste de supressao da alimentagéo pela novidade
entre os grupos padrdo (P), enriquecimento-padrdo (E-P) e enriquecimento (E) nas fémeas de F2. [A]
Tempo em segundos para se alimentar do pellet de comida no centro da caixa teste (ANOVA F=16,19
e p<0,0001 — Comparages P vs E-P p=0,,174; P vs E p<0,0001; E-P vs E p=0,0076); [B] Porcentagem
de perda de peso dos animais submetidos ao teste (F=1,361 e p=0,2782); [C] Diferencga de peso dos
pellets de racéo colocados na caixa teste antes e depois do teste (F=1,057 e p=0,3652); e [D] Diferenca
de peso dos pellets de racdo fornecidos aos animais ao final do teste (F=1,928 e p=0,1704). * Diferenca
significativa em relag&o ao grupo P. # Diferenca significativa em relagéo ao grupo E-P.

Os resultados deste teste nos mostram que, assim como o teste da caixa claro-escuro, a
exposicdo direta e/ou indireta ao enriquecimento ambiental possui efeito ansiolitico. Contudo,
a diferenca deste para o teste anterior é que a exposi¢do indireta parece ter um efeito menor que
a exposicao direta.

5.2 Parametros Neuroendécrinos

5.2.1 Corticosterona

A analise estatistica das dosagens de corticosterona dos machos com 60 dias (M60F1)
da geracédo F1, ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos padrdo (P) e enriquecido (E)
(80,5+£32,2ng/ml; 98,3+25,8ng/ml; p=0,6839) (Figura 35).
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Figura 35: Comparacéo da concentracdo de corticosterona presente no plasma sanguineo dos machos
de 28 dias dos grupos padréo (P) e enriquecido (E) (p=0,6839).

Na geracdo F2, foi dosada a concentracdo de corticosterona nos machos de 60 dias
(M60F2), tanto os machos que foram submetidos aos modelos comportamentais quanto os que
ndo foram — | (Figura 36). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos padrédo (P),
enriquecido-padrdo (E-P) e enriquecido (E) dos animais que passaram pelos testes
(43,48,1ng/ml; 85,9+20,9ng/ml; 52,8+9,3ng/ml; F=2,541 e p=0,0998), nem dos animais que
ndo passaram pelos testes (46,3+9,1ng/ml; 41,1+5,8ng/ml; 37,0+6,2ng/ml; F=0,3920 e
p=0,6813).
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Figura 36: Comparacdo da concentracdo de corticosterona presento no plasma sanguineo dos machos
de 60 dias dos grupos padrdo (P), enriquecido-padréo (E-P) e enriquecido (E). [A] Machos de 60 dias
gue passaram pelos testes (F=2,541 e p=0,0998); e [B] Machos de 60 dias limpos - que ndo passaram
pelos testes (F=0,3920 e p=0,06813).

5.2.2 Analise da expressdo de receptores

Os receptores 1 e 2 para CRH analisados a partir de amostra de material coletado da
amigdala dos animais machos de 60 dias da geracdo F1 dos grupos padrédo (P) e enriquecido
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(E) tiveram a expressao génica avaliada pelo método de RT-gPCR. Nao foi encontrada
diferenca significativa para o CRH1 (1,04 = 0,11; 1,13+0,08; p=0,5135) nem para 0 CRH2
(0,41+0,10; 0,49+0,06; p=0,5033) (Figura 37).
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Figura 37: Valores dos niveis de mRNA em quantificacdo relativa pelo método de RT-PCR. [A]
Comparagéo da expressdo de mMRNA de CRH1 entre os grupos padréo (P) e enriquecido (E) (p=0,5135);
e [B] Comparacdo da expressdo de mRNA de CRH2 entre os grupos padrdo (P) e enriquecido (E)
(p=0,5033).

A expressdo dos receptores para vasopressina a partir de amostras coletada da amigdala
dos animais machos de 60 dias da geracdo F1 dos grupos padrdo (P) e enriquecido (E) também
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Para o receptor V1aR p=0,5614
(1,02+0,11; 0,94+0,10) e V1bR p=0,4397 (0,52+0,10; 0,42+0,07) (Figura 38).
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Figura 38: Valores dos niveis de mRNA em quantificacdo relativa pelo método de RT-PCR. [A]
Comparacéo da expressdo de mRNA de V1aR entre os grupos padréo (P) e enriquecido (E) (p=0,5614);
e [B] Comparacdo da expressdo de mRNA de V1bR entre os grupos padrdo (P) e enriquecido (E)
(p=0,4397).

Os receptores de ocitocina (OTR) néo tiveram expressdo detectavel.
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6 DISCUSSAO

6.1 Modelos Comportamentais

6.1.1 Comportamento materno

Durante as primeiras analises comportamentais deste estudo foi verificado que os
diferentes ambientes (padrdo x enriquecido) ndo modificaram a frequéncia em que as fémeas
FO estiveram no ninho. Tanto as fémeas que criaram seus filhotes no ambiente padrdo quando
as que criaram no ambiente enriquecido apresentaram frequéncia relativa de NN (dentro no
ninho) muito proximas, o que significa que as mdes mantiveram contato com os filhotes por
periodos semelhantes. Tal achado pode ser comparado ao que COUTELLIER et al (2008)
obtiveram como resultado ao fornecerem dois ambientes diferentes a fémeas para criarem seus
filhotes. Estes autores propdem que a diferenca nos ambientes ndo resultou em niveis menores
de contato mée-filhotes, e sim no estilo de cuidado.

Em nosso estudo, as fémeas FO apresentaram maior frequéncia relativa dos
comportamentos maternos quando expostas ao ambiente enriquecido quando comparadas as
fémeas mantidas no ambiente padrdo. Tal achado corrobora com os resultados de
CHAMPAGNE; MEANEY (2007) que detectaram o aumento dos comportamentos de
lambedura e grooming de fémeas que apresentavam baixa frequéncia destes em ambiente
padrdo e ao serem colocadas em ambiente enriquecido aumentaram significativamente a
exibicdo de tais comportamentos. Podemos inferir entdo, que nestas condi¢es, 0 modelo de
enriquecimento ambiental utilizado por nés, favorece o comportamento materno. Tal
favorecimento pode se dar pela tentativa de imitar o ambiente natural de vida de um
camundongo através do fornecimento de material para nidificacdo e esconderijos.

Nesta segunda fase do observacdo do comportamento materno, observacdo
comportamental das fémeas F1, foi possivel observar que as fémeas do grupo E apresentaram
diferenca estatisticamente significativa da frequéncia relativa dos registros de NN em
comparacao as fémeas do grupo P e quando comparadas as frequéncias de NNC, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. Tais resultados ndo concordam com o observado na
geracgdo anterior, porém podem ser explicados pelo numero reduzido de fémeas pertencentes
aos grupos. Enquanto na primeira geracdo observada oS grupos possuiam em média 8
individuos, na geracdo F1 os grupos P e E-P tinham 6 animais e o E apenas 4. Consideramos
este um tamanho amostral baixo para a analise estatistica em estudos comportamentais, porém
as condicdes durante o experimento, e o fato deste ter sido longo, ndo favoreceu o aumento da
amostra.

Além da questdo do tamanho amostral, as filmagens do grupo E ficou comprometida
pelo préprio comportamento das fémeas. Estas, ao ajeitarem 0s ninhos, encobriam as laterais
da caixa com o material de forragem e dificultavam, e muitas vezes impossibilitaram, a
filmagem e consequentemente o registro de seus comportamentos. Dessa forma, além de
possuir o tamanho menor, o0 grupo E teve menos registros comportamentais.

Sendo assim, ndo poderemos fazer inferéncias sobre a influéncia do comportamento
materno dos filhotes de F1 (F2) nos testes que visaram avaliar os comportamentos relacionados
a ansiedade. O que sera analisado a diante sera a influéncia do ambiente em que os animais
foram criados sobre seu desempenho nos modelos comportamentais.
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6.1.2 Labirinto em cruz elevado

Os resultados encontrados para 0 modelo do labirinto em cruz elevada mostram que 0s
animais criados no ambiente enriquecido apresentaram maior porcentagem relativa nos
parametros relacionados a exploracdo dos bragos abertos, tais como a frequéncia relativa de
entradas e do tempo despendido nos bragos abertos em todos os grupos testados (FFO, M28F1,
M60F1, FF1, M60F2 E F60F2). Tais diferencas indicam que a exposicao ao enriquecimento
ambiental fisico (modificacdo do ambiente em que o0s animais vivem) possui efeitos
ansioliticos, assim como o encontrado por CHAPILLON et al. (1999) e KULESSKAYA et al.
(2011).

N&o ter encontrado diferenca significativa ente o grupo E-P e o P, pode ser um indicativo
de que este teste ndo foi capaz de detectar algum possivel efeito transgeracional do
enriquecimento ambiental em comportamentos relacionados a ansiedade, embora seja usado
como indicador de comportamentos relacionados a ansiedade em experimentos que avaliam o
efeito transgeracional do enriquecimento ambiental (LI et al. 2016;).

6.1.3 Campo aberto

Tratamentos ansiogénicos tendem a aumentar o tempo de exibicdo de comportamentos
de tigmotaxia, e ao contrario, tratamentos ansioliticos tendem a diminuir o tempo de exibicéo
deste comportamento diminuindo também o tempo em que animal passa explorando a periferia
do campo aberto. Sendo assim, a diferenga encontrada na porcentagem da distancia percorrida
no centro da arena por machos e fémeas F2 do grupo E nos mostra o possivel efeito ansiolitico
da exposicdo ao enriquecimento ambiental.

O fato de apenas o grupo E da geracdo F2 apresentar maior porcentagem de distancia
percorrida no centro indica que o efeito ansiolitico medido por este teste s6 se da apds a
exposicdo ao enriquecimento ambiental por toda a vida, j& que estes animais viveram em
ambiente enriquecido desde sua gestacao.

PRUT; BELZUNG (2003) analisam o teste de campo aberto como um procedimento
conveniente para avaliar comportamentos relacionados a ansiedade pois estes comportamentos
sdo desencadeados ou mascarados por fatores geradores de estresse, como pelo fato do animal
estar separado do seu grupo e por agorafobia (arena relativamente maior que o local onde o
animal é criado). Em todos os casos, para a realizacdo do teste, os animais foram separados
momentaneamente de seu grupo, fator gerador de estresse para todos os grupos. Porém, no caso
dos animais criados em ambiente enriquecido, o tamanho da arena ndo era maior que a caixa
residéncia, portanto ndo houve a geracdo de estresse nos animais do grupo E ao se depararem
com um ambiente novo, porém menor que suas caixas-residéncia. Entdo podemos inferir que
efeito ansiolitico promovido pelo modelo de enriquecimento usado neste estudo possuiu efeito
atenuador de estresse,

N&o ter encontrado diferenca significativa na distancia total percorrida pelos animais no
aparato de teste indica a ndo influéncia dos tipos de alojamento (padrdo e enriquecido) na
atividade locomotora dos grupos analisados. Segundo CHOLERIS et al. (2001), o teste do
campo aberto € geralmente usado para avaliar se comportamentos nao relacionados a ansiedade,
como locomocao e sono, sdo afetados por tratamentos que possuem efeitos ansioliticos em
outras avaliagcGes comportamentais de ansiedade, como por exemplo o labirinto em cruz elevada
e o teste de transicdo claro-escuro (chamado de caixa claro-escuro em nosso estudo). Sendo
assim, este resultado sera importante para a posterior analise dos outros aparatos-teste.

6.1.4 Caixa claro-escuro

Os grupos que estiveram expostos ao enriquecimento ambiental tiveram menor laténcia
para a exploragcéo do ambiente novo, mesmo que este se mostrasse aversivo por conta da alta
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luminosidade, em relacdo ao grupo criado em ambiente padrdo. Assim como a exposi¢do direta
ao enriquecimento (grupo E), filhotes (grupo E-P) criados por maes que nasceram e
permaneceram em ambiente enriquecido até o desmame (21 dias poOs-natal) também
apresentaram menor tempo de laténcia para explorar o ambiente claro em comparac¢ao ao grupo
P. Estes resultados corroboram com o encontrado por SCHRIJVER et al. (2002), onde ratos
criados em ambiente enriquecido tiveram um periodo curto de exploragcdo do ambiente escuro,
diminuindo a laténcia para explorar o ambiente claro pois segundo estes autores, animais
criados em ambientes enriquecidos possuem um grau maior de rapidez para se adaptarem a
condicdo teste. A menor laténcia para explorar o ambiente claro também foi encontrada por
HUGHES; OTTO (2013) como resultado do efeito ansiolitico do enriquecimento ambiental
para ratos.

O achado para o grupo EP da geracéo F2 sugere que a exposicao perinatal das maes ao
enriquecimento ambiental influenciou na resposta comportamental dos filhotes no teste. Mesmo
estes animais ndo tendo sido expostos diretamente ao enriquecimento ambiental, sua resposta
comportamental se assemelhou a dos animais expostos (grupo E). Resultado semelhante foi
descrito por CURLEY et al (2009), onde filhotes de mées criadas em ambiente socialmente
enriquecido, mesmo ndo tendo as mesmas condi¢fes, demonstraram ser menos ansiosos do que
filhotes de mées criadas em ambiente padréo. Neste trabalho, os autores atribuem o resultado
ao comportamento materno, o que ndo pode ser feito em nosso trabalho. Porém podemos inferir
que, independentemente dos resultados do comportamento materno, o efeito ansiolitico do
ambiente enriquecido durante o periodo perinatal das médes Fémeas F1 (grupo E-P) permaneceu
na geragao seguinte.

6.1.5 Supressdo da alimentacgdo pela novidade

Neste teste pdde ser observada diferenca entre os trés grupos da geracdo F2. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre os trés grupos, sendo o grupo P 0 que apresentou
a maior laténcia para se alimentar do pellet na caixa teste, seguido pelo grupo E-P e
posteriormente o grupo E apresentando a menor laténcia. Assim sendo, podemos inferir que o
grupo E possui 0 comportamento menos ansioso que o grupo E-P seguido pelo grupo P que se
mostrou mais ansioso neste teste. RIAZ et al. (2015), em um experimento de estresse crénico
moderado imprevisivel, obtiveram resultados com maior laténcia para alimentacdo do grupo
tratado quando comparado ao grupo controle. Vale salientar que protocolos de estresse cronico
moderado aumentam comportamentos relacionados a ansiedade dos animais, assim como
comportamentos relacionados a depressdo (BONDI et al, 2008).

O conflito gerado entre comer e se expor a um ambiente novo e aversivo (iluminado) é
0 que faz com que os animais mais ansiosos tenham a maior laténcia para se alimentar. Em
nossos resultados podemos observar que o ambiente iluminado foi um fator menos aversivo
para 0s animais expostos ao enriquecimento direta ou indiretamente do que para aqueles criados
em ambiente padrdo. Estes resultados mostram que possivelmente houve um componente
regulador de comportamentos relacionado a ansiedade que passou das fémeas F1 para seus
filhotes machos e fémeas (F2).

6.2 Parametros Neuroenddcrinos

6.2.1 Corticosterona

Pelos resultados obtidos para os machos de 60 dias, tanto de F1 quanto de F2, ndo houve
diferenca significativa na concentracdo de corticosterona presente no plasma sanguineo destes
animais. A exposicdo ao enriquecimento ambiental ndo alterou o padrdo secretorio deste
horménio e a exposicdo aos modelos comportamentais também néo foi um fator influenciador.
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Considerando a exposicdo aos modelos comportamentais um fator estressante, a
expectativa seria 0 aumento das concentra¢fes plasmaticas de corticosterona nos animais que
foram expostos a esta situa¢do quando comparados aos animais nao submetidos a testes. Porém,
CROFTON; ZHANG; GREEN, (2015) argumentam que a corticosterona ndo pode ser
considerada igual a estresse. Para os autores, este hormonio € liberado por uma série de eventos
que ndo inclui estresse, como por exemplo ser secretada apds estimulos de recompensa; pode
ter seu padrdo de secrecdo atenuado por estresse crdnico; e respostas comportamentais a
administracao pura de corticosterona ndo mimetiza respostas ao estresse.

6.2.2 Andlise da expressao de receptores

Considerando a importancia da amigdala nas respostas de medo e ansiedade e a prévia
demonstracdo que o enriquecimento ambiental pode reduzir a expresséo do receptor CRH1 na
amigdala tendo possivel relacdo com seu efeito ansiolitico (SZTAINBERG et al., 2010). Assim
como a influéncia do comportamento materno na ligacao de receptores para ocitocina e V1a
para vassopressina, sugerindo reducdo de sua expressdo (FRANCIS et al., 2002) e o fato de que
antagonistas de receptores vlb administrados na amigdala basolateral induzem efeito
ansiolitico (SALOME et al. 2006) resolvemos analisar a expressdo destes receptores na
amigdala. Nossos resultados demonstraram baixa expressdo do recetor OTR na amigdala
limitando a analise quantitativa. A analise da expressao dos receptores para CRH e AVP néo
indicou diferencas significativas entre os grupos analisados, desta forma ndo foi possivel
estabelecer uma correlagédo entre o efeito ansiolitico observado na analise comportamental e a
alteracdo na expresséo destes receptores. Uma limitacdo do nosso estudo foi o fato de
analisarmos a expressao destes receptores na amigdala total. Estudos tém mostrado que
diferentes manipulac¢Ges influenciam expressdo destes receptores, assim como suas funcoes
podem estar relacionadas a areas especificas da amigdala. Sendo a expressdo de CRH1 reduzida
pelo enriquecimento ambiental pds-natal na amigdala basolateral (SZTAINBERG et al., 2010,
SOTNIKOQV et al., 2014) e central, mas ndo na amigadala lateral e medial (SOTNIKQV et al.,
2014). Da mesma forma a injecdo de SSR149415 (antagonista do receptor VV1b) na amigdala
basolateral induziu efeito ansiolitico em ratos, ndo sendo este fendmeno observado quando a
injecdo era realizada na amigdala medial ou central (SALOME et al. 2006). Por outro lado, foi
demonstrada uma alta expressdo de receptores OTR na amigdala central (HUBER;
VEINANTE; STOOP, 2005), sendo que a inje¢do de ocitocina diretamente nesta regido induz
efeito ansiolitico no teste do labirinto em cruz elevado, sendo este efeito revertido por
antagonistas do receptor OTR (LASZLO et al., 2016). Em nosso estudo ndo observamos uma
expressdo significativa da expressdo de OTR, o que provavelmente poderia ser explicado pela
analise da expressdo na amigadala global, visto que a amigdala central compreende uma
pequena parcela da mesma. Desta forma, considerando os resultados obtidos, sera necessario
um estudo diferencial da expressdo destes receptores nas diferentes areas da amigdala para
confirmacéo destes resultados.

65



7  CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que o modelo de enriquecimento
ambiental utilizado foi eficiente em diminuir comportamentos relacionados a ansiedade tanto
em animais expostos ao enriquecimento no periodo perinatal (M28F1-grupo E e F60F1-grupo
E-P) quanto em animais expostos durante toda a vida (M60F1-grupo E, F60F1-grupo E,
M60F2-grupo E, F60F2-grupo E). Assim como também foi eficiente para animais que nédo
foram expostos diretamente ao enriquecimento (M60F2-grupo E-P, F60F2-grupo E-P). Para
este ultimo grupo podemos sugerir que tal fato se deve a um efeito transgeracional do
enriquecimento. O efeito ansiolitico ndo parece estar relacionado a altera¢des na expressdo dos
receptores para peptideos hipotalamicos analisados.

O efeito transgeracional foi observado mesmo néo tendo diferengca no comportamento
materno entre os grupos F60F1. Este resultado contraria os achados de CHAMPAGNE;
MEANEY (2007) que atribuem o comportamento menos ansioso da prole ao elevado
comportamento materno das méaes. Porém podemos ressaltar que a exposicdo perinatal ao
enriquecimento tanto teve efeito em seu comportamento frente aos testes de ansiedade, quanto
o de seus filhotes que ndo foram criados em ambiente enriquecido. Sobre o efeito
transgeracional, BALE (2015) diz que este acontece ap6s a modificacdo epigenética envolvida
no neurodesenvolvimento e maturacdo apds experienciadas situacdes em periodos chave
(durante a fase inicial ou tardia da gestacdo) que irdo reprogramar 0 epigenoma e se
incorporados as células germinativas.

Para futuros estudos é sugerido que sejam feitas analises de marcadores epigenéticos
para confirmar que o efeito encontrado no grupo E-P de M60F2 e F60F2 seja realmente advindo
da incorporacdo de mudangas no epigenoma das maes.
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