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RESUMO

O estresse precoce (Early Life Stress) é capaz de alterar comportamentos, cogni¢do e causar
mudancas anatémicas e histoldgicas no sistema nervoso de animais de laboratorio e seres humanos.
Essa trabalho é dividido em dois estudos, cujos objetivos foram: 1- Produzir uma revisao descritiva
sobre as alteragfes morfofuncionais produzidas pelo ELS em modelos murinos e humanos; 2-
Avaliar os efeitos a longo prazo (>60 dias) da exposicdo a eventos estressores no inicio da vida,
analisando parametros comportamentais e neuromorfolégicos em camundongos. O primeiro estudo
desta dissertacao resultou na producdo de um artigo cientifico de revisdo descritiva sobre efeitos do
ELS no sistema nervoso central de roedores e humanos, o qual traz um compilado de dados a
respeito das principais alteracdes encefalicas a nivel estrutural e celular. Em relacdo ao segundo
estudo desta dissertacdo, o qual se refere a parte experimental, foram utilizados 24 animais, grupo
controle (N=12) e grupo estressado (N=12) divididos igualmente em ambos o0s sexos. O estresse foi
induzido através de um modelo combinado de estresse precoce (LBSM), que consiste na juncdo do
protocolo de limited bedding (LB) concomitantemente com a separacdo materna (SM) por 3
horas/dia, do dia po6s-natal 2 ao 15. Apos 60 dias de vida, os animais foram analisados. Foram
realizados os seguintes testes para avaliagdo de comportamentos do tipo depressivo/ansioso: 1-
Teste de preferéncia a sacarose; 2-Campo aberto; 3-Labirinto em cruz elevado; 4-Claro/escuro e 5-
Nado forcado. Posteriormente, os animais foram eutanasiados e seus encéfalos submetidos a técnica
histoldgica de Nissl, associada aos métodos estereoldgicos de Cavalieri para analise volumétrica e
morfometria planar das espessuras cortical e das camadas piramidais do CA1 e CA3 hipocampais,
e estimativa das densidades neuronais e gliais e relacdo glias/neurénios em distintas regifes
encefélicas. A andlise de imagens foi realizada no software Image Pro Plus e a andlise estatistica
(teste t ndo pareado) nos software GraphPad Prism (p< 0,05). No teste do labirinto em cruz elevado,
as fémeas ELS, aumentaram seu tempo de permanéncia nos bragos abertos (p=0,011) e no centro
(p=0,019), reduziram a permanéncia nos bracos fechados (p=0,005) e aumentaram seu nimero de
entradas nos bragos abertos (p=0,028) e fechados (p=0,048). Nenhum outro parametro
comportamental foi afetado de modo significativos pelo ELS em machos ou fémeas. Em relagdo a
morfometria cerebral dos machos observamos: (1) o ELS aumentou o volume hipocampal entre os
Bregmas 1.46 até Bregmas 2.06 (p=0,011), sendo que o aumento significativo ocorreu na porcéo
mais rostral do hipocampo, entre Bregma 1.46 até Bregma 1.70 (p=0,001); (2) o ELS aumentou a
espessura cortical cerebral (p=0.000006) e a espessura da camada piramidal do CA1 hipocampal
(p=0.018); e (3) 0 ELS reduziu a densidade neuronal cortical na area infralimbica do cortex pré-
frontal medial (p=0.016). Analisando-se os dados relativos & morfometria cerebral das fémeas,
observa-se: (1) o ELS provocou um aumento da espessura de camada piramidal do CA1 hipocampal
(p=0,00006); (2) o ELS reduziu a densidade neuronal cortical nas areas pré-limbica (p=0,048) e
infralimbica (0,017); (3) o ELS reduziu a densidade neuronal na amigdala basolateral (p=0,041) e
a densidade glial do cortex cingulado (p=0,025). As alteracfes comportamentais encontradas sao
restritas a alteracdes no teste de labirinto em cruz elevado em fémeas. Por sua vez, o protocolo ELS
afetou de modo distinto a anatomia e histologia encefalica em machos e fémeas. Nossos resultados
sugerem que as respostas comportamentais de longo prazo ao ELS, em camundongos, relacionadas
a depressdo e ansiedade, podem ser mais significativas em fémeas e que as alteracbes morfométricas
cerebrais encontradas em machos submetidos ao ELS podem ndo se traduzir em alteragdes
comportamentais analisadas pelos testes executados nessa dissertacdo, mas talvez estejam
relacionadas a deficits em outras fungdes superiores.

Palavras-Chaves: Estresse precoce; Morfologia; Histologia.
Area conforme classificagdo CNPq: 20000006 - Ciéncias Bioldgicas
Sub-area conforme classificagdo CNPq: 20600003 — Morfologia



ABSTRACT

Early Life Stress is capable of altering behavior, cognition and causing anatomical and
histological changes in the nervous system of laboratory animals and humans. This work is divided
into two studies, whose objectives were: 1- Produce a descriptive review on the morphofunctional
changes produced by ELS in murine and human models; 2- Evaluate the long-term effects (>60
days) of exposure to stressful events in early life, analyzing behavioral and neuromorphological
parameters in mice. The first study of this dissertation resulted in the production of a scientific
article of descriptive review on the effects of ELS on the central nervous system of rodents and
humans, which brings a compilation of data regarding the main encephalic alterations at the
structural and cellular level. Regarding the second study of this dissertation, which refers to the
experimental part, 24 animals were used, control group (N=12) and stressed group (N=12) equally
divided into both sexes. Stress was induced through a combined model of early stress (LBSM),
which consists of joining the limited bedding (LB) protocol concomitantly with maternal separation
(SM) for 3 hours/day, from postnatal day 2 to 15 After 60 days of life, the animals were analyzed.
The following tests were performed to assess depressive/anxious behaviors: 1-Sucrose preference
test; 2-Open field; 3-Labyrinth in elevated cross; 4-Light/Dark and 5-Forced Swim. Subsequently,
the animals were euthanized and their brains submitted to Nissl's histological technique, associated
with Cavalieri's stereological methods for volumetric analysis and planar morphometry of cortical
thickness and pyramidal layers of hippocampal CA1 and CA3, and estimation of neuronal and glial
densities and relationship glia/neurons in different brain regions. Image analysis was performed
using Image Pro Plus software and statistical analysis (unpaired t test) using GraphPad Prism
software (p< 0.05). In the elevated plus maze test, ELS females increased their time spent in the
open arms (p=0.011) and in the center (p=0.019), reduced their time in the closed arms (p=0.005)
and increased their number of entries into the open (p=0.028) and closed (p=0.048) arms. No other
behavioral parameters were significantly affected by ELS in males or females. Regarding the
cerebral morphometry of males, we observed: (1) ELS increased hippocampal volume between
Bregmas 1.46 to Bregmas 2.06 (p=0.011), with a significant increase occurring in the most rostral
portion of the hippocampus, between Bregma 1.46 to Bregma 1.70 (p=0.001); (2) ELS increased
cerebral cortical thickness (p=0.000006) and hippocampal CA1l pyramidal layer thickness
(p=0.018); and (3) ELS reduced cortical neuronal density in the infralimbic area of the medial
prefrontal cortex (p=0.016). Analyzing the data related to the cerebral morphometry of the females,
it is observed: (1) ELS caused an increase in the thickness of the pyramidal layer of the hippocampal
CALl (p=0.00006); (2) ELS reduced cortical neuronal density in the prelimbic (p=0.048) and
infralimbic (0.017) areas; (3) ELS reduced neuronal density in the basolateral amygdala (p=0.041)
and glial density in the cingulate cortex (p=0.025). The behavioral changes found are restricted to
changes in the elevated plus maze test in females. In turn, the ELS protocol affected brain anatomy
and histology differently in males and females. Our results suggest that long-term behavioral
responses to ELS, in mice, related to depression and anxiety, may be more significant in females
and that brain morphometric changes found in males submitted to ELS may not translate into
behavioral changes analyzed by the tests performed in this dissertation, but perhaps they are related
to deficits in other higher functions.

Key-words: Early life stress; Morphology; Histology.
Area according to CNPq classification: 20000006 - Biological Sciences
Sub-area according to CNPq classification: 20600003 - Morphology
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Esta dissertacdo de mestrado € composta por dois estudos que visam aprimorar 0
conhecimento em relacdo ao impacto da exposicdo ao estresse no inicio da vida sobre o
comportamento da prole, assim como alteracdes neurobioldgicas associadas. O primeiro estudo
realizado foi uma revisao a respeito das alteracdes morfofisiologicas no cérebro, causadas pela
exposi¢do ao estresse no inicio da vida. Portanto, revisamos o impacto duradouro que o estresse
precoce tem nas estruturas e células cerebrais, organizando os dados disponiveis de pesquisas
com animais publicadas na Gltima década. O segundo estudo se prop6s a investigar o efeito da
exposicdo da combinacdo de dois modelos classicos de estresse no inicio da vida, identificando
alteracbes comportamentais e morfofisioldgicas em regides do cérebro envolvidas nos

comportamentos do tipo depressivo e ansioso em camundongos machos e fémeas.
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INTRODUCAO

1 ESTRESSE

O estresse é caracterizado como uma ameaca a homeostase geral do organismo, o qual,
com objetivo de restabelecer esta homeostase, responde com um grande numero de alteracfes
fisioldgicas consideradas adaptativas (1). Essa resposta ao estresse & definida como uma
experiéncia emocional que envolve mudancas fisiologicas, cognitivas e comportamentais na
adaptacdo a estimulos intrinsecos e extrinsecos (2). Quando um individuo é exposto ao estresse
agudo, seja fisico ou psicologico, uma cascata de processos bioldgicos é desencadeado e ira
modular precisamente uma resposta adaptativa de acordo com a demanda. Tal resposta fornece
ao corpo e ao encéfalo os recursos necessarios para responder aquele estimulo de maneira
adequada. Assim, sinapses sdo ativadas de forma a aumentar a atencéo, o alerta, a frequéncia
cardiaca, a pressdo arterial, a frequéncia e amplitude ventilatéria e as vias catabdlicas. Uma vez
gue O evento estressor cesse, 0 mesmo ocorre com as respostas fisioldgicas por ele
desencadeadas. Se 0 organismo € incapaz de cessar a resposta ao estresse ao final da exposicao
ao mesmo, ou ainda, se 0 organismo for exposto ao estresse cronico, 0s mecanismos adaptativos
gue respondem a este estresse podem resultar em condic¢des patoldgicas, contribuindo para
perda neuronal em regifes chave como o hipocampo e a amigdala (3-5).

A chamada doenca relacionada ao estresse tem sido bastante estudada nas ultimas duas
décadas. Evidéncias crescentes tém indicado um aumento do risco de desenvolvimento de
distdrbios psiquiatricos e fisicos como resultado do estresse. Foi visto que o estresse é um fator
de risco comum de 75% a 90% das doencas, incluindo doencas com alta taxa de morbidade e
mortalidade, como doencgas cardiovasculares (como hipertensdo e aterosclerose), doencas
metabdlicas (como diabetes e doenca hepética gordurosa ndo alcodlica), distarbios psicéticos e
neurodegenerativos (como depressdo, Alzheimer e Parkinson) e cancer (6,7).

Atualmente, os distdrbios psiquiatricos sdo um dos maiores problemas de satde publica.
Este ainda € um assunto muito delicado, mas necessario, pois, sdo bem mais comuns do que se
imagina. No mundo, estima-se que 970 milhGes de pessoas sofram de disturbios psiquiatricos
(8). O numero de pessoas com transtornos comuns, como a depressdo e o transtorno de
ansiedade cresce consideravelmente, especialmente em paises de baixa renda. Situacdo de
vulnerabilidade, como crises humanitarias entre outras adversidades, sdo fatores de risco para

a populacéo de tais paises. Posteriormente, fatores como pobreza, abuso e negligéncia infantil
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surgiram como fatores de risco principais para o inicio e persisténcia de distarbios psiquiatricos
(8,9).

1.1 Estresse precoce: os periodos de sensibilidade do desenvolvimento

Evidéncias demonstram que a exposicao precoce a eventos estressores possui impacto
negativo na salide mental, aumentando o risco de desenvolvimento precoce e gravidade de
distarbios psiquiatricos (4,8,10-15). A Pesquisa Nacional de Comorbidade (NCS) destacou que
a exposicdo ao estresse na primeira infancia estd associada a uma maior probabilidade de
desfechos negativos ao longo do desenvolvimento. Foi sugerido que ambientes adversos
precoces contribuem para até 45% dos distarbios psiquiatricos de inicio na infancia e mais de
30% de inicio na idade adulta (16,17).

Individuos com disturbios psiquiatricos frequentemente possuem histérico de
experiéncias traumaticas na infancia onde o tipo de abuso varia desde abuso emocional e fisico,
até a negligéncia (18,19). Esses eventos estressores, quando excedem o0s recursos de
enfrentamento da crianca, e levam a exposi¢cdes prolongadas ao estresse, é conhecido na
literatura como Early Life Stress (ELS), e ocorrem em periodos do desenvolvimento em que o
cérebro esta mais suscetivel as alteragdes ambientais (20). Os ELS comumente estudados
abrangem abuso fisico, sexual, emocional e verbal, negligéncia, privacdo social, desastres e
disfungdes domésticas incluindo testemunho de violéncia, atividade criminosa, separacdo dos
pais, morte ou doenca dos pais, pobreza e abuso de substancias (21). Dados clinicos mostraram
que o ELS esta relacionado ao inicio precoce de distrbios como depressdo, ansiedade,
transtornos de personalidade e abuso de substancias durante o final da infancia e adolescéncia
(16,22,23).

Além disso, criangas maltratadas, geralmente, estdo expostas a mais de um tipo de abuso
simultaneamente. Entretanto, os tipos e a frequéncia que esses abusos ocorrem ndo sao 0s
unicos fatores que devem ser levados em consideracdo, mas também a duragdo e a idade em
que a crianca foi exposta a essa adversidade (24,25). Muitos dos desfechos associados ao ELS
podem se dar de forma adaptativa no ambiente adverso imediato, porém, ao longo do curso da
vida eles podem se tornar detrimentais e ndo adaptativos (26). O nosso organismo,
normalmente, se adapta bem a eventos estressores — estresse agudo — mas, quando esse estresse
é persistente ou muito intenso — cronico — essa resposta, incialmente adaptativa, torna-se uma

carga alostatica e, com isso, surgem psicopatologias induzidas pelo estresse (27).
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Tem sido amplamente demonstrado na literatura da psicologia do desenvolvimento que
0s primeiros anos de vida do individuo sdo considerados um periodo de rapidas mudancas,
estabelecendo assim, a base para grande parte do desenvolvimento fisico, emocional e cognitivo
do individuo (26). Esses diferentes momentos do desenvolvimento do individuo, durante a
infancia, sdo conhecidos como periodos de sensibilidade do desenvolvimento nos quais o
sistema nervoso central (SNC) estd mais suscetivel aos estimulos ambientais e sdo associados
ao desenvolvimento sinaptogénico e eventos maturacionais do cérebro. O cérebro € um 6rgao
homeostatico cujo desenvolvimento estd associado a uma regulacdo fina na expressdo de
moléculas como hormonios, neurotransmissores e neurotrofinas. Perturbacdes neste delicado
balango levam a uma maior vulnerabilidade ao estresse, consequentemente aumentando o risco
de desenvolvimento de distdrbios psiquiatricos . Evidéncias diretas mostram que a exposicao a
eventos adversos durante esses periodos de sensibilidade do desenvolvimento pode resultar em
uma reatividade exagerada ao estresse, causando alterages em varios circuitos neurais que irdo
persistir na idade adulta (28).

Em resposta a novos eventos, 0s circuitos neurais mudam constantemente para se
adaptarem as novas exigéncias ambientais, um processo conhecido como neuroplasticidade. Ao
longo da vida do individuo, seu cérebro se adapta a experiéncias especificas, modificando
circuitos neurais, através de remodelacdo dendritica e sinaptica, mobilizando recursos para
aumentar suas chances de sobrevivéncia (29). A neuroplasticidade, essa consideravel
capacidade de induzir mudancas estruturais e funcionais € altamente sensivel ao estresse, sendo
regulada negativamente quando ha estressores agudos e crénicos atuando sobre a mesma
(29,30). Assim, a exposicdo exacerbada a estressores cronicos, podem afetar o desenvolvimento
do cérebro e, consequentemente, a salde mental do individuo (31-36). Quando o ELS ocorre
durante um periodo de sensibilidade do desenvolvimento, ele pode interferir na plasticidade
induzida por experiéncia normal e, como consequéncia, afetar a programacdo de funcdes

cerebrais especificas (37,38).

1.2 O sistema de resposta ao estresse — Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

O sistema fisiologico envolvido na resposta ao estresse, seja 0 estresse precoce ou na
idade adulta, é o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (eixo HPA), também conhecido como eixo
Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal. Diante de um evento estressor, 0 eixo HPA ¢ ativado e mobiliza
0s recursos metabolicos necessarios para responder a tais eventos e retomar a alostase do

organismo. Quando o cérebro detecta uma ameaca, uma resposta fisioldégica coordenada
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envolvendo componentes do sistema autbnomo, neuroendocrino, metabdlico e imunoldgico é
ativada. Neuronios da regido parvocelular medial do nucleo paraventricular do hipotalamo
liberam o hormonio liberador da corticotrofina (CRH) e vasopressina arginina (AVP),
desencadeando a secrecdo do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) pela glandula pituitaria.
Esse ACTH circulante ird atuar no cortex adrenal para sintetizar e liberar glicocorticoides,
cortisol (no caso dos humanos) ou corticosterona (no caso dos roedores), que por sua vez atuam
em todo o corpo para orquestrar uma resposta fisiologica ao estressor (26). Além disso, a
medula adrenal libera catecolaminas (adrenalina, noradrenalina e dopamina).

Em situacBes normais, nosso organismo € exposto a niveis de CRH e cortisol basais, 0s
quais possuem papel importante na regulacdo diaria do nosso organismo assim como para 0
desenvolvimento e as funcdes saudaveis do cérebro (39). Exposicdes repetidas a niveis elevados
tanto de cortisol quanto de CRH, ou a elevacdo cronica desses niveis acaba resultando em
efeitos prejudiciais para o organismo. Por exemplo, niveis elevados de exposicdo ao cortisol
por periodos de 48 a 72 horas podem promover a formagao de radicais livres que sdo toxicos
para 0s proprios neurdnios (40).

Apds a ativacao do sistema, e uma vez que o estressor percebido tenha diminuido, ciclos
de feedback sdo acionados em varios niveis do sistema (isto é, da glandula adrenal ao
hipotalamo e outras regies do cérebro, como o hipocampo e o cortex frontal) para desligar o
eixo HPA e retornar a um ponto homeostatico definido. Em contraste, a amigdala, que esta
envolvida no processamento do medo, ativa o eixo HPA a fim de colocar em movimento a
resposta ao estresse necessaria para lidar com o desafio (Figura 1). Além desses, ha outros
sistemas e fatores que respondem ao estresse, incluindo o sistema nervoso autdbnomo, as
citocinas inflamatorias e os hormonios metabolicos. Todos esses sdo afetados pela atividade do
eixo HPA e, por sua vez, afetando sua funcdo, estando implicados nas mudancas
fisiopatoldgicas que ocorrem em resposta ao estresse cronico, desde as primeiras experiéncias
até a vida adulta (33,41). Estudos demonstraram que os glicocorticoides regulam os neurénios
secretores de CRH hipotalamicos, neurdnios piramidais do hipocampo, neurénios corticais pré-

frontais e neurdnios amigdaloides basolaterais (41).
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Cértex Frontal
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Figura 1 - Desenho esquemaético mostrando as vias do estresse - Eixo HPA. (GR: receptor glicocorticoide, RM:
receptor mineralocorticoide, CRH: hormdnio liberador de corticotrofina, ACTH: hormdnio adrenocorticotréfico,
AVP: vasopressina arginina).

Fonte: Adaptado de Lupien et al., (2009) (33).

2 MODELOS DE ESTRESSE PRECOCE EM ROEDORES

Apesar da relacdo entre ELS e o desenvolvimento de psicopatologias ao longo da vida
ja esteja bem caracterizada em humanos, 0s mecanismos associados a estes prejuizos
comportamentais ndo estdo completamente elucidados. Por este motivo, estudos com modelos
animais sdo utilizados para investigar as alteracdes bioldgicas decorrentes da exposi¢do ao
estresse na fase inicial do desenvolvimento (42).

Em funcdo da facilidade de manipulacdo e controle ambiental, modelos utilizando
roedores acabam se destacando. Somando ao fato da similaridade genética entre roedores e


https://www.nature.com/articles/nrn2639
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humanos, o que facilita a translagcdo dos achados (43). A pesquisa em animais experimentais
tem a vantagem adicional em relacdo ao trabalho em humanos de permitir o0 acesso ao tecido
cerebral em qualquer ponto durante e apds o ELS, permitindo a caracterizacdo precisa de suas
consequéncias celulares no SNC. O modelo animal mais utilizado para investigar as relaces
entre ELS e suas consequéncias psiquiatricas e fisicas é a separacdo materna repetida (44). O
estudo dos efeitos da interrupcdo do relacionamento mae-bebé utilizam roedores visando
replicar adversidades como negligéncia materna, abuso materno, separaces repetidas e
privacdo de cuidados maternos (45-47), as quais 0s bebés humanos podem estar sujeitos no
inicio de suas vidas. A exposicao a tais eventos, em momentos nos quais 0 organismo nao esta
plenamente apto para responder, resultam em alteracdes imediatas e / ou de longo prazo do eixo
HPA e demais sistemas envolvidos na resposta ao estresse (47-49). Especificamente, alteracdes
no padrédo de interacGes normais mae-filhote estdo relacionadas a desregulacao neurobioldgica,
fisiolégica e do comportamento emocional em animais adultos como resultado da
desprogramacéo do eixo HPA (50,51).

O contato proximo e o apego do filhote com a mée é extremamente importante para o
neurodesenvolvimento saudavel, fornecendo quase todos 0s requisitos basicos para a
sobrevivéncia e o crescimento (52,53). Alteracfes nesse relacionamento no inicio da vida
levam a uma reacéo significativa de protesto e desespero nos filhotes, induzindo a ativagéo de
um cascata de eventos centrais e periféricos, resultando na exposicao repetida aos mediadores
de estresse, como glicocorticoides e catecolaminas (50,51,54). Consequentemente, essas
alteracdes fisioldgicas e hormonais aumentam o risco de desenvolvimento de comportamentos
do tipo depressivo e ansioso (4,55-57).

Dentre os modelos animais utilizados no estudo dos efeitos da exposicdo ao ELS e que
visam mimetizar os abusos da infancia humana, como privacao social e negligéncia, a separacdo
materna (SM) é o mais utilizado (58). O modelo de SM consiste na separacdo dos filhotes de
suas méaes por um periodo de tempo significativo (por exemplo, 3h/dia) durante as primeiras
duas semanas de vida pds-natal (46,49,59-61). Os periodos de separacdo ativam o eixo HPA
dos filhotes, o que é evidenciado pelo aumento dos niveis plasmaticos de hormdnio
adrenocorticotrofico e glicocorticoides além de reduzir a ligagdo de CRH na hipofise (62,63).

Nas Ultimas décadas, surgiu um novo procedimento que tem por objetivo interromper o
cuidado materno além da experiéncia normal, induzido pela limitacdo do acesso a maravalha
(material de cama), criando um ambiente empobrecido, visando mimetizar a pobreza, o qual

impede que a mée construa um ninho satisfatério. Esse modelo de ELS é conhecido como
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Limited Bedding (LB) ou “cama limitada” (64,65). Esse ambiente empobrecido aumenta os
niveis de corticosterona basal na propria méde (66). Essas condicGes estressantes alteram o
padrdo e a qualidade do cuidado materno, resultando em comportamentos de cuidado
fragmentados e reduzidos. Os padrdes alterados de cuidado materno induzem estresse nos
filhotes evidenciado pelo aumento das concentracdes plasmaticas de glicocorticoides e pela
presenca de glandulas supra-renais hipertrofiadas no final deste periodo de estresse (64,67). As
consequéncias desta forma de ELS séo profundas, incluindo uma perda progressiva da funcao
cognitiva e desarranjos robustos das funcGes emocionais mais tarde na vida em estudos com
camundongos e ratos.

Ambos os procedimentos continuos e intermitentes foram desenvolvidos para produzir
experimentalmente cuidados maternos fragmentados, imprevisiveis ou adversos, em um
esforco para imitar a qualidade do cuidado que muitas vezes caracteriza mées humanas

deprimidas, severamente estressadas ou que abusam de drogas.

3 DEPRESSAO E ANSIEDADE

Durante o estresse ocorrem respostas fisioldgicas adaptativas, onde uma disfuncédo
continua do sistema do estresse, caracterizada pela hiper ou hipoatividade do eixo HPA, tem
um papel em vérias doengas, incluindo uma gama do espectro depressivo (68). Considerada um
dos disturbios psiquiatricos mais incapacitantes, a depressdo tem um alto indice de prevaléncia.
A depresséo € a causa de comorbidade psiquiatrica mais comum em adultos em todo o mundo.
Dados de 2019 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mostraram que o Brasil € o segundo
pais com maior nimero de depressivos das Américas, ficando atras somente dos Estados Unidos
(8). De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-V) da
Associacdo Psiquidtrica Americana (APA), as chances de desenvolver algum transtorno
depressivo durante a vida é de 12 a 15% para homens e de 10 a 25% para mulheres (69).

A depressao clinica, também conhecida como transtorno depressivo maior (TDM), é
caracterizada por um estado mental onde o individuo perde o prazer e/ou interesse em quase
todas as atividades. A depressao deve ser vista como uma sindrome heterogénea composta por
varios sintomas de causas distintas (70,71), como: humor deprimido, vazio ou irritavel, perda
de interesse ou de prazer, energia reduzida, tendéncia maior ao cansaco e uma atividade
reduzida. Além disso, o quadro de depressdo e, geralmente, acompanhado de alteracdes
organicas como transtornos de sono, de apetite, da funcdo sexual, da perda ou do ganho de peso

e de alterages cognitivas que afetam significativamente a capacidade de funcionamento do
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individuo (69,72). A depressdo representa uma importante consequéncia psicossocial, sendo
também associada ao aumento da incidéncia de doencas cardiacas, diabetes, hipertenséo e de
alteracdes no colesterol (73-76).

O transtorno de ansiedade, por sua vez, € um distarbio psicolégico com sintomas
semelhantes vistos em pacientes com depressdo, a qual é caracterizada por momentos de medo
e ansiedade excessivos e perturba¢es comportamentais relacionados. Onde o medo é a resposta
emocional a ameaca iminente real ou percebida, enquanto a ansiedade é a antecipacdo de
ameaca futura de eventos negativos (69). Ela pode ocorrer de maneira adaptativa ou como
transtorno psicoldgico, e a gravidade dessa doenca e o tempo de permanéncia desse estado
determinam a diferenca entre essas ocorréncias (77). A sobreposicdo de sintomas associados a
depressdo e a ansiedade dificulta o diagndstico, a pesquisa e o tratamento. Os transtornos de
depressdo e ansiedade que se desenvolvem na infancia tendem a persistir na idade adulta, se
ndo tratados, podendo ser sentidos como grandes alteragdes patoldgicas que afetam
progressivamente a estrutura do cérebro, através da desregulacdo hormonal e, eventualmente,
afetando a satde mental (33,78,79).

Um estudo sobre a relacdo entre estresse, eixo HPA e depressdo, mostrou que as
alteracOes desse eixo dependem de uma série de fatores: a gravidade e o tipo de depresséao, 0
genotipo, historia de trauma na infancia, temperamento e, provavelmente, resiliéncia (80). O
ELS é considerado um sério problema de salde publica, pois foi visto que criangas que
vivenciaram eventos adversos na infancia possuem maiores chances de desenvolver depressdo
na adolescéncia e na idade adulta. Cerca de um quarto a um terco das criangas nessa situacao
estardo mais vulneraveis a desenvolver depressdo até os 20 anos de idade (81). A prevaléncia é
em individuos do sexo feminino, com uma proporc¢ao de 2:1 em compara¢do ao sexo masculino
(69).

4 ESTRESSE E NEUROINFLAMACAO

Alteracdes na estrutura e funcdo do cérebro, como uma resposta prejudicada do eixo
HPA ao estresse e um estado inflamatorio anormal, sdo frequentemente relatados em pacientes
que vivenciaram adversidade no inicio da vida (20,82-84), especialmente em regides sensiveis,
como o cortex pré-frontal, a amigdala e o hipocampo (85-92). A desregulacdo do sistema
imunoldgico, incluindo inflamagéo, disfungdo mitocondrial e desequilibrio oxidante-
antioxidante, é considerada fator de risco para o surgimento de transtornos psiquiatricos,

incluindo ansiedade, depressdo e dependéncia de drogas (93-96).
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Tem sido reconhecido que a via inflamatdria atua como uma base molecular
fundamental na origem e no desenvolvimento de muitas doengas cronicas. Estudos tem
demonstrado de maneira crescente, que a inflamagéo excessiva desempenha um papel critico
no inicio e/ou na progressdo de doencas relacionadas ao estresse. Diversos estudos suportam
que doencas multifatoriais, incluindo doengas cardiovasculares e metabodlicas, disturbios
neurodegenerativos psicoticos e cancer, apresentam em comum um estado inflamatério (7,99).

Dados de modelos animais demonstram um importante papel da inflamagdo no
desenvolvimento e manutencdo dos sintomas depressivos, de ansiedade, mania, entre outros
(100-104). Sabe-se que a desregulacéo imunoldgica e decorrente perfil inflamatorio sistémico,
mais especificamente a low-grade inflammation, estd associada ao desenvolvimento de
transtornos de humor (97,98). Por sua vez, as citocinas inflamatorias circulantes atravessam a
barreira hematoencefalica, podendo afetar células do sistema nervoso como neur6nios,
astrocitos e microglias, as quais sdo ativadas (94,105).

A microglia possui papel fundamental devido a sua capacidade macrofagica de defesa
no SNC. Elas sdo consideradas as células imunes residentes do SNC, respondendo as mais
diversas alteracdes fisioldgicas que ocorram no encéfalo. Uma vez ativadas, respondem as
alteracOes do ambiente cerebral por meio de alteragbes em sua morfologia e fungéo (106,107).
Apesar da micrdglia ser descrita como um regulador imunoldgico, foi visto também que ela
pode impactar 0s processos cognitivos, como aprendizagem e memoria (108,109).

A ativacdo microglial tem sido observada em doencas neurodegenerativas, bem como
no envelhecimento natural e, recentemente, descobriu-se um aumento na densidade microglial
em amostras cerebrais post mortem de individuos que sofriam de TDM, evidenciado por
aumentos nos niveis de Iba-1 (molécula adaptadora de ligacéo de célcio ionizada 1) (110,111).
As microglias regulam a funcdo neuronal durante um desafio inflamatério (106). Em funcéo
disso, a micrdglia surgiu como um possivel fator mediador das mudancas relatadas apos a
exposicdo ao estresse, com o intuito de conectar o estado neuroinflamatério alterado, que é
observado apds adversidades no inicio da vida, com o desenvolvimento de deficiéncias
cognitivas e comportamentais (112-119). Experimentos em modelos animais conseguiram
estabelecer uma ligacdo causal entre mediadores inflamatdrios e sintomas semelhantes aos da
depressdo (112-115,120), onde foi demonstrada a ativacao de células micrdglias em resposta a
eventos estressores cronicos e, tais alteracdes foram associadas ao comportamento depressivo

nestes animais (121).
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5 DIFERENCAS DE SEXO NOS EFEITOS DA ELS

Homens e mulheres podem responder de forma diferente a esses desafios ambientais e
imunologicos (122). Estudos mostraram que o0s homens tendem a ter respostas
neuroinflamatdrias mais pronunciadas ap6s um desafio imunologico quando comparados as
mulheres (123).

Dados clinicos mostraram o impacto de longo prazo do ELS na salde mental em um
numero desproporcionalmente grande de mulheres (124). Foi visto que a regulacdo do eixo
HPA é mais profundamente alterada em mulheres ap6s ELS do que em homens, entretanto, 0s
mecanismos subjacentes para essa diferenca ainda ndo séo totalmente compreendidos (125).

O controle do nivel de cortisol apds um estressor é devido ao feedback através do
receptor glicocorticoide (RG) e do receptor mineralocorticoide (RM) no hipocampo e,
aparentemente, esse feedback é prejudicado nas mulheres. O estresse para machos e fémeas
antes do acasalamento, estresse para a fémea prenhe e o estresse para o animal recém-
nascido/desmamado, produzem efeitos especificos ao sexo nas futuras respostas ao estresse,
neuroguimica e comportamental (41). A literatura animal tem muitos exemplos de diferencas
entre 0s sexos na resposta a um determinado estressor e o assunto foi recentemente revisado
(126). Por exemplo, para ratos machos, aglomeracéo € mais estressante do que alojamento de
isolamento, enquanto para fémeas, o isolamento é mais estressante (127,128). Além disso,
existem diferencas de sexo nos efeitos da ELS, com cada género respondendo de maneiras

diferentes, dependendo das idades em que 0s estressores iniciais ocorreram.

6 ESTRUTURAS ANATOMICAS E SUAS ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS
INDUZIDAS PELO ESTRESSE

O papel do encéfalo nas respostas ao estresse esta relacionado a determinar o que é ou
ndo uma ameaca aos organismos, além de regular as respostas fisiologicas, comportamentais,
cognitivas e emocionais ao mesmo, modulando sua plasticidade, de forma adaptativa ou néo,
frente aos eventos estressores (129).

Durante a infancia e a periadolescéncia, areas e circuitos cerebrais que estdo associados
ao controle da emocao e da memaoria emocional, como a amigdala, o hipocampo e o cortex pre-
frontal medial (CPFm), passam por processos de reestruturacao e maturacao (27). Essas regioes
sdo bastante reativas ao estresse e na emocionalidade, sofrendo mudancas profundas em sua

estrutura e funcdo em resposta ao estresse (130).
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As respostas emocionais sdo processadas através da interface de regifes do sistema
limbico com outras regides cerebrais. Hipocampo e amigdala irdo interagir na codificacéo de
memorias emocionais, como medo e raiva. Por sua vez, o cortex pré-frontal (CPF) esta
relacionado ao controle de estruturas subcorticais regulando respostas comportamentais de
forma a que estas sejam adequadas (131). Juntos, hipocampo, amigdala e CPF compdem as
regides cerebrais envolvida no reestabelecimento da homeostase do organismo uma vez que

eventos estressores cheguem ao seu fim (129) (Figura 2).

Figura 2 - Desenho do cérebro humano mostrando as principais regifes envolvida na resposta ao estresse:
hipocampo (amarelo), amigdala (roxo) e cortex pre-frontal medial (CPFm) (azul).
Fonte: Godsil et al., (2013) (132).

A literatura demonstra que a exposi¢éo ao ELS resulta em reducéo do volume cerebral.
Regibes como o cdrtex pré-frontal, parietal e temporal, assim como estruturas subcorticais,
além da massa cinzenta como um todo, apresentaram volumes reduzidos em criancas e bebés
de baixo nivel socioeconémico quando comparadas a seus pares de alto nivel socioecondmico
(133-135). Estudos avaliando individuos que sofreram maus-tratos na infancia reportam
volume reduzido no cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo quando comparados a individuos
ndo maltratados (136-141). Esse efeito é presente somente na infancia, uma vez que na idade
adulta jovem um maior risco socioeconémico esta associado a um maior volume da amigdala,
um efeito que também e observado de acordo com a idade da adogdo em individuos pos-
institucionalizados (142,143).

6.1 Hipocampo

O hipocampo estéa relacionado a diversas sub-regifes encefalicas, estando envolvido em

diferentes funcBes. O hipocampo é uma estrutura medial-temporal que possui alta plasticidade.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924977X12003136?via%3Dihub#f0005
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Sua principal fungdo estd relacionada com a formacéo, consolidagdo e processamento de
memorias emocionais (144). Seu desenvolvimento e maturagéo € bastante heterogéneo ao longo
do desenvolvimento. Em individuos saudaveis, além de se comunicar com o eixo HPA, a por¢éo
anterior do hipocampo se projeta para a amigdala e CPF, estando associado a comportamentos
relacionados a ansiedade, memoria associativa e processamento emocional. As regides
posteriores, por sua vez, mais especificamente a regido CA3, estdo envolvidas com processos
de aprendizagem espacial e de memoria contextual (145).

Receptores para glicocorticoides séo encontrados em grande quantidade no hipocampo
e possuem papel na modulacdo da liberacdo desses horménios através dos efeitos inibidores
sobre o eixo HPA (146-148). Dessa maneira, essa estrutura € indispensavel para a integracdo
cognitiva, neuro-hormonal e neuroguimica em resposta ao estresse (149). O estresse resulta no
aumento do nivel de glicocorticoides na circulacdo, que resulta na intensa exposicdo do
hipocampo a esses horménios (150,151).

Alteracdes morfologicas frente a diferentes tipos de estressores foram observadas nas
células do hipocampo. Em um modelo experimental de exposicdo a um predador foi observado
diminuicdes na complexidade dendritica, no comprimento dos dendritos, no nimero de
ramificacbes e na densidade de espinhos dendriticos nos neurdnios de CAl, CA3 e giro
denteado do hipocampo (152). Estudos em humanos corroboram os achados experimentais nos
aspectos relacionados a reducdo morfolégica hipocampal causada pelo estresse. Foi
demonstrado que pacientes com doencas relacionadas ao estresse, como depressdo, apresentam

reducdo no volume do hipocampo (152-156).

6.2 Cortex pré-frontal

O cortex pré-frontal (CPF), assim como o cortex frontal de forma geral, é a regido
cerebral a amadurecer mais tardiamente, por volta dos 25 anos em humanos (157). Por este fato,
0 CPF, que orquestra a integracao da cognicdo, emogao e agao por meio de suas redes corticais
e subcorticais, foi considerada como uma regido do cérebro muito sensivel aos efeitos
prejudiciais da exposicéo a adversidades pés-natais (158). Além de ser intimamente relacionado
com fungdes cognitivas e alteragbes comportamentais, ele também estd relacionado a
comportamentos ansiosos, modulando diversas psicopatologias associadas ao estresse (33,158).

Apesar de limitados, dados da literatura demonstram que a exposicdo ao ELS afeta a
plasticidade estrutural dessa regido cerebral de forma multidirecional, afetando especificamente
densidades sinapticas, comprimentos dendriticos e ramificacdes (159-167). Estudos anteriores



22

demonstraram que roedores expostos ao modelo de SM mostraram niveis elevados de citocinas
pro-inflamatorias do Cortex pré-frontal (CPF) e uma diminui¢do do desempenho em uma tarefa
cognitiva dependente do CPF (168,176).

6.3 Amigdala

Uma das principais regides que constituem o sistema limbico é a amigdala. Essa regido
apresenta fundamental importancia na memoria emocional (169,170). A amigdala é o centro de
processamento do medo e ela estd intimamente associado a patogénese do ataque de panico e
ao sistema de resposta ao estresse. Estudos comprovam que a amigdala esta associada ao
circuito neural do estresse e também esta envolvida na codificacdo e recuperacdo das memorias
de medo condicionado, bem como na modulacdo dos comportamentos de ansiedade (171-175).
Estudos neuroanatdbmicos funcionais sugeriram que a amigdala funciona como um centro de
integracao de sinais de entrada do sistema imunoldgico periférico (177). As citocinas periféricas
sdo conhecidas por alterar a atividade da amigdala e aumentar os comportamentos semelhantes
a ansiedade.

Estudos morfométricos em humanos com transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT),
apresentaram resultados distintos em relacdo ao volume da amigdala. Foram encontrados
aumento (178), diminuicdo (179,180) ou nenhuma alteracdo (181-184). Veer e colaboradores
(185) constataram uma diminuicdo apenas no volume da amigdala direita de pacientes com
TEPT. Em veteranos de guerra, um estudo sugeriu que essa reducdo do volume da amigdala
direita estaria relacionada aos sintomas de ansiedade e excitagdo nesses individuos (186).

Ainda ndo existe consenso sobre as alteracdes relacionadas ao estresse observadas na
amigdala, devido a heterogeneidade dos resultados obtidos nos estudos. O que parece evidente
é que cada nucleo amigdaloide possui funcBes especificas no circuito neural do estresse devido
as suas distintas alteragdes (152).
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ESTUDO 1

1 JUSTIFICATIVA

O ELS é um fator predisponente robusto para o surgimento de doengas mentais e varias
condicBes de salde durante a vida adulta. Mesmo curtos periodos de estresse no periodo
perinatal podem causar efeitos deletérios permanentes ao longo da vida. Considerando o grande
numero de criangas crescendo em condi¢fes adversas em todo o mundo, € crucial entender o
impacto do estresse no inicio da vida no desenvolvimento do cérebro.

Nesse campo de pesquisa, modelos animais ajudaram a esclarecer as relagdes causais
entre ELS e fenotipos atipicos, elucidando as alteracdes na estrutura e funcéo cerebral apds a
exposicdo a diferentes tipos de adversidades impostas durante os periodos iniciais criticos da
vida. Foi demonstrado que roedores expostos a estresse pré-natal ou negligéncia materna pos-
natal exibem respostas neuroendodcrinas aprimoradas ao estresse, aumento da ansiedade e
comportamentos do tipo depressivo e deficiéncias cognitivas e neuroanatbmicas.

A fim de desenvolver estratégias terapéuticas e intervencdes para melhorar a resiliéncia
a tais distdrbios na vida adulta, é necessaria pesquisa basica para investigar as conexdes entre
as experiéncias de um organismo em desenvolvimento e seus resultados posteriores ao longo

de sua vida.



24

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, através da realizacdo de uma revisdo bibliogréfica de estudos com murinos
e humanos, as alteracbes morfofisiologicas no cérebro causadas pela exposi¢ao ao estresse no

inicio da vida e, posteriormente, a producdo de um artigo cientifico de revisao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Levantar novos dados, informacoes e resultados relacionados ao impacto duradouro que
0 estresse precoce tem nas estruturas e células cerebrais.
b) Utilizar estes materiais na confeccdo de um artigo de revisdo, organizando os dados

disponiveis de pesquisas com animais publicadas na ultima década.
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3 METODOLOGIA

Realizamos esta revisdo descritiva destacando o impacto do ELS nas estruturas e células
cerebrais, organizando os dados disponiveis da Gltima década a partir de pesquisas publicadas
nas principais bases de dados cientificas (PubMed, Scopus, Web Of Science e Science Direct).
Os artigos foram incluidos com base em sua relevancia para o assunto em anélise e data de

publicacdo de 2012 até o presente.
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ABSTRACT

Early life stress (ELS) can have a long-lasting impact on brain structures. The brain's
vulnerability to environmental stress is heightened during critical developmental
periods. As a result, experiencing adversity during these time windows may lead to
altered physiological responses that perpetuate throughout life. Research in this field
has used animal models to understand the causal relationships between ELS and
pathological phenotypes and has found that rodents exposed to stress during these
critical periods display increased anxiety, depression, cognitive and neuroanatomical
impairments. Here we explore how early life adversity is translated to animal research,
the impact of ELS on brain cells such as neurons, astrocytes and microglia on several
parameters, and how early adversity alters morphological parameters of different
brain regions. This review provides a summary of findings concerning the effects of ELS
on brain structure and morphology from the last decade, highlighting the topics that

still need attention.

Keywords: Early life stress; brain; morphology; neurons; glial cells.

1. INTRODUCTION

Early life stress (ELS) is a robust predisposing factor to the emergence of mental
illness and several health conditions during adulthood. The primary cause suggested is
that during the early postnatal period, the brain is not fully mature and, therefore,
vulnerable to environmental adversity. Even short periods of stress in the perinatal
period can cause permanent deleterious effects throughout life. Early environmental
triggers or stressors have a permanent effect on the individual. Considering the large
number of children growing up in adverse conditions worldwide, it is crucial to
understand the impact of early life stress on brain development (Brenhouse et al.,

2019; Maras and Baram, 2015; Nishi, 2020; Nishi et al., 2013; Waters and Gould, 2022).

In this field of research, animal models have helped clarify the causal relationships
between ELS and atypical phenotypes, elucidating the disruptions in brain structure
and function after exposure to different types of adversity imposed during the critical

initial periods of life (Brenhouse et al., 2019; Maras and Baram, 2015; Waters and

2
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Gould, 2022). It has been shown that rodents exposed to prenatal stress or postnatal
maternal neglect display enhanced neuroendocrine responses to stress, increased
anxiety and depressive-like behaviours, and cognitive and neuroanatomical
impairments. Given the common neurobiological mechanisms shared with the
developing human brain, animal models provide us a chance to understand the
mechanisms behind such alterations (Kestering-Ferreira et al., 2021; Maccari et al.,,

2014; Malcon et al., 2020).

In order to develop therapeutical strategies and interventions to improve
resilience to such disorders in later life, basic research is necessary to investigate the
connections between the experiences of a developing organism and its later outcomes
throughout its lifespan (Brenhouse et al., 2019). Therefore, we carried out this
descriptive review highlighting the impact of ELS on brain structures and cells,
organizing the last decade's available data from research published in the main
scientific databases (PubMed, Scopus, Web Of Science and Science Direct). Articles
were included based on their relevance to the subject in review and publication date

from 2012 until the present.
2. EARLY LIFE STRESS

Its widely recognized that early life stress (ELS) has a life-long impact on behaviour,
cognitive and emotional functions, leading to a higher vulnerability to
psychopathologies later in life (Agorastos et al., 2018). ELS in the research context
includes any type of child maltreatment, including but not limited to physical, sexual
and emotional abuse, physical and emotional neglect, as well as trauma associated
with chronic illness, family separation, natural disasters, accidents, and witnessing a

violent crime (Molet et al., 2014).

During the perinatal period, infancy, childhood and puberty, the brain is
especially receptive to changes and modifications based on environmental influences.
This is because these stages are characterised by increased neuroplasticity. Exposure
to adversity during those critical periods can program persistent neuroendocrine,
behavioural, morphological and metabolic changes. When this programming is

maladaptive, it increases susceptibility to adulthood pathologies (Maccari et al., 2014).
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The emerging interest on this research topic is due to the alarming number of
pathologies that correlates with ELS. Not only psychopathologies but ELS has also been
related to clinical conditions such as obesity, diabetes, cardiovascular disease,
autoimmune disorders, certain types of cancer, Parkinson's disease, Alzheimer's
disease, microbiota-gut-brain axis dysfunction, among many other life-threatening
conditions (Miller and Lumeng, 2018; Colleluori et al., 2022; Parrish et al., 2013; Slopen
et al,, 2012; Su et al., 2015; Vaiserman, 2014; Yang et al., 2013; Joung et al., 2014;
Fagundes et al., 2013; Nusslock et al., 2016). The complexity and variety of adverse
effects of ELS later in life are due to multiple factors such as type, intensity and timing
of the stressor, as well as the individual genetic predispositions (Figure 1) (Brenhouse

et al., 2019; Waters and Gould, 2022).

Depression, anxiety, obesity, diabetes,
cardiovascular disease, autoimmune disorders,
cancer, Parkinson's disease, Alzheimer disease
High plasticity
Highly receptive to
the environment

EARLY LIFE STRESS

3,

« PHYSICAL, SEXUAL AND EMOTIONAL ABUSE

* PHYSICAL AND EMOTIONAL NEGLECT

« TRAUMA ASSOCIATED WITH CHRONIC ILLNESS
« WITNESSING A VIOLENT CRIME

Susceptibility

G
SEN
=

« FAMILY SEPARATION neuroendocrine 9
« NATURAL DISASTERS :

« ACCIDENTS behavioral B

morphological ug

metabolic v

Perinatal Childhood

Fig. 1 - Summary of how early life stress correlates to several pathologies later in life. The type of
adversity, the timing, the alterations it provokes as well as the individual susceptibilities all contribute to
determining the type of outcome will be experienced by the adult. Developed by the authors (2023).

Considering the plurality of ELS, it has been observed that specific outcomes
can be traced to specific types of adversities in infancy. While physical and sexual
abuse correlates to anxiety and post-traumatic stress disorders, for example, a more
significant correlation is observed among verbal abuse/emotional neglect and major

depressive disorder (Carr et al., 2013). To investigate the intricate mechanisms and

4



effects of ELS, the experimental research field has been using rodents as the main
animal model for ELS. Although not ideal, rodents express certain behaviours that
mimic some aspects of psychiatric disorders, enabling a translational interpretation of
results. In this scenario, different ELS protocols have been proposed to mimic different

aspects of child maltreatment (Waters and Gould, 2022).

A few paradigms have been developed to induce physical pain, mirroring
physical abuse, such as unpredictable electric shock in neonates and juveniles,
formalin injection, or paw surgery, which increase avoidance behaviour and fear
conditioning in rodents. Emotional and physical deprivation can be mimicked by the
most used ELS protocol, maternal separation (MS). MS consist in separating pups from
their dam for 1 up to 8 hours daily during the first 2 postnatal weeks, which results in a
variety of behaviours in the adult offspring. The most observed outcome from MS is
anxiety-like and depressive-like manifestations (Miragaia et al., 2018; Sadeghi et al.,
2016). Limited bedding and nesting (LBN) is also extensively used in experimentation
with rodents since it models scarce resources in childhood, providing a paradigm of

neglection and abuse (Schmidt et al., 2011; Waters and Gould, 2022).

The neurobiological regulation of behaviour and stress-related responsiveness
appears to be significantly influenced by adverse environments during the neonatal
period in rodents. In fact, interruptions in normal mother-pup interactions during the
perinatal period have been shown to lead to persistent changes in the neurobiology,
physiology, and emotional behaviour of adult animals, potentially due to the
dysregulation of the Hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis's responsiveness,
among other mechanisms (Nishi et al., 2013; Juruena et al., 2021; van Bodegom et al.,

2017).

3. NEURONS

The behaviour observed in clinical manifestations associated with early life
adversity is believed to be regulated by specific neuronal activity in several rodent
brain regions. Additionally, morphological changes are often apparent after induction
of ELS in neurons within regions such as the hippocampus, amygdala, medial prefrontal

cortex (mPFC), anterior cingulate, nucleus accumbens, among others (Bath et al., 2016;

31



Naninck et al., 2014; Agorastos et al., 2019; Wei et al., 2021; Marrocco et al., 2019;
Pervanidou et al., 2017; McEwen et al., 2016). Therefore, it has been observed that ELS
can induce region-specific alterations on neurons structure, morphology, and density.
The mechanisms are still being discussed, but the brain's vulnerability to ELS may be
influenced by genes that modulate the timing of neuronal maturation and developing

circuits (Heun-Johnson and Levitt, 2018).

The morphology of dendritic arbours is directly linked to the functional properties
of neurons. Therefore, it is essential to understand how early life stress play a role in
the structure-function relationships in the mPFC. In 2016 it was reported that maternal
separation induced dendritic proliferation and decreased the number of thin spines on
distal dendrites of female rats in the mPFC. According to the authors, ELS may affect
the reorganization of dendrites that occurs during later stages of development,
potentially leading to a change in the number of synapses and altering the connectivity

patterns in the mPFC to prioritize local cortical circuits (Farrell et al., 2016).

ELS has shown controversial outcomes regarding the dendritic spine density in the
mPFC. Previous studies have demonstrated that exposure to stress during pregnancy
and after birth can lead to the atrophy of apical dendrites of pyramidal neurons in the
mPFC of animals (Chocyk et al., 2013; Markham et al., 2013; Muhammad et al., 2012;
Mychasiuk et al., 2012). While some studies show a decrease of dendritic spines in the
mPFC (Chocyk et al., 2013; Silva-Gomez et al., 2003), others show an increase of
dendritic spines in the anterior cingulate cortex of male rats (Muhammad et al., 2012;

Muhammad and Kolb, 2011).

The morphological alterations observed in the Ventral Tegmental Area (VTA)
neurons after ELS protocol are discrete but relevant. Although the authors did not
detect a significant influence of MS on the dendritic tree structure in either the medial
or lateral VTA, they suggest a statistical tendency to larger and more complex dendritic
trees in medial VTA when compared to lateral VTA. The dendritic spines also display
minor modifications, with an increase in the diameter of spine heads on putative
dopaminergic neurons in the lateral VTA. The authors suggest that the morphological

changes observed in the VTA neurons may constitute an anatomical substrate of

32



enhanced synaptic activity of dopaminergic neurons after MS stress (Spyrka et al.,

2020).

After maternal deprivation, more strong results were achieved by analyzing NeuN-
immunoreactive neurons in the nucleus accumbens and the amygdala. An important
effect of ELS on limbic structures was observed, including a significant reduction in
volume of the amygdala (17%) and the nucleus accumbens (9%) compared with the
control animals. A significant decrease in the number of neurons also registered, with a
decrease of 41 % in the NeuN neurons density in the amygdala and 43% in the nucleus
accumbens compared with the control group. The cell soma area of NeuN-
immunolabeled neurons also differed, showing a 12% reduction in the amygdala and
33% in the nucleus accumbens. The alterations observed suggest a neuronal loss in the
limbic system during postnatal development, potentially due to an increase in
glucocorticoids caused by early life stress (ELS), which enhanced glutamatergic
synapses, known to be cytotoxic when in high concentrations (Aleksi¢ et al., 2016). In
fact, prenatal stress exposure can lead to an imbalanced ratio of excitation to
inhibition in the PFC and an increased inhibition in the amygdala due to the
dysregulation of genes related to glutamatergic transmission. This disruption in the
PFC-to-AMY transmission is believed to be a persistent effect of ELS and may enhance

the risk of mood disorders in the face of additional stress (Marchisella et al., 2021).

Several studies also report a reduced hippocampal neurogenesis followed by early
life stress (Arabadzisz et al., 2010; Lajud and Torner, 2015; Naninck et al., 2015; Ruiz et
al., 2018; Loi et al., 2014). A study observed a decrease in hippocampal neurogenesis
as an early onset phenomenon, suggesting that adverse experiences alter hippocampal
ontogeny after chronic elevation of glucocorticoid levels. The early increase in
glucocorticoid levels after exposure to early life stress is assumed to affect
hippocampal ontogeny by altering the hippocampus's negative feedback on the adult
HPA axis (Lajud et al., 2012). The summary of results obtained by animal research on
the effects of early life adversity suggests deleterious effects in at least some neuronal
mechanisms involved in neurogenesis, cell proliferation and dendritic arborization. ELS
elicits multiple changes in neuronal function and morphology within different cerebral

structures. These changes cannot be the basis of all observed behavioural effects
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induced by stress but seems to be part of the complex alterations displayed by early

stressed animals (Zulma et al., 2017).
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Fig. 2 - Summary of ELS impact on neurons and the consequences in the CNS. Developed by the authors
(2023). Ventral Tegmental Area (VTA); medial prefrontal cortex (mPFC); Hypothalamic—pituitary—adrenal
(HPA).

4, MICROGLIA

Microglial cells are considered the primary immune cells in the brain and play a
protective role in normal brain development. In addition, they are also thought to play
a protective role by removing dead cells through phagocytosis and shaping the
connections between neurons by trimming excess axons and synapses. The
morphology of microglia changes depending on their activation state, which can
contribute to an increased neuroinflammation state in the brain. The transformation
of microglia from an ameboid to a ramified form usually occurs within two weeks after
birth, and stress during this time may interfere with the normal development of
microglia. Therefore, many studies have shown the effects of ELS on the density and
morphology of microglia cells on animal models (Kaur et al., 2017; Johnson and

Karffman, 2018; Wang et al., 2017; Delpech et al., 2016).



Pointing to the increase of ameboid microglia after ELS, a previous study shows a
higher density of ameboid microglia and intermediate microglia in the PFC of 15-day-
old male mice submitted to maternal separation or maternal deprivation with no
changes in density and/or morphology in the hippocampus. Their results imply a
stress- and region-specific effects of ELS on microglial morphology, suggesting that ELS
can delay the transformation of ameboid microglia into ramified ones (Reshetnikov et

al., 2020).

Other research groups have also observed changes in the morphology of microglia
in the limbic brain region of pups and adults after experiencing early-life stress. These
changes include an increase in the density of ameboid microglia in the hilus of the
dentate gyrus in pups with maternal separation, as well as alteration of microglial
composition in the hippocampus after only 40 minutes of separation from the mother
on PND14, also exhibiting increased expression of genes related to phagocytic activity
and decreased expression of inflammatory genes relative to controls, indicating that
ELS perturbs the function of microglia (Catale et al., 2020; Delpech et al., 2016). Similar
results were reported in 2017, showing that ELS altered microglial morphology and
decreased |bal+ staining coverage in the hippocampus of male mice at P9
(Hoeijmakers et al., 2017). ELS has also been shown to alter microglial morphology and
function in male rodents' prefrontal cortex (PFC) during development (Reshetnikov et

al., 2020).

A defective reactivity of the HPA axis has been documented as a major outcome of
ELS. Animal studies have shown that ELS can affect the development of brain regions
involved in reward and stress regulation, including the nucleus accumbens, amygdala,
and hypothalamus (Wang et al., 2017; Bielefeld et al., 2021; Johnson et al., 2018). A
recently published study indicates that microglia may play an important role in
producing these outcomes due to their critical role in synaptic pruning. They
demonstrated that reduced synaptic engulfment by microglia during ELS leads to
increased excitatory synapse number on corticotropin-releasing hormone (CRH)-
expressing neurons of the hypothalamus leading to aberrant stress reactivity in
adulthood. Therefore, the behavioural changes observed after ELS are connected to a

defective microglia activation and a defective HPA axis activity (Bolton et al., 2022).
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This defective activation of the HPA axis may be linked to different alterations
in men and women. Studies have shown that ELS leads to HPA axis hyperactivity in
men, while women exposed to ELS are more likely to experience depression,
suggesting that stress has differential effects according to the individual's sex
(Goodwill et al., 2019). One of the mechanisms to facilitate the sex-specific effects of
ELS is the microglial function that differs between males and females. Males have
more activated microglia (or less mature) in certain regions, such as the hippocampus
and amygdala, than females in early postnatal life. This pattern is the opposite during
puberty when adolescent and adult females have more activated microglia in the same
brain regions (Schwarz et al., 2012). Experiencing adversity during a developmental
period in which microglia show sex differences in number and morphology in crucial
brain regions could impact both sexes differently, resulting in sex-specific and region-
specific changes in synaptic pruning induced by ELS and ultimately leading to different

behaviour later in life (Garvin and Bolton, 2022).

Another interesting finding described using in vivo imaging technique was
observing an increase in the motility of microglial processes in the somatosensorial
cortex (SSC) in mice that went through maternal deprivation. This result significantly
correlated with the decrease in the nociceptive threshold level, indicating that the
increase in SSC activity increases microglia's motility in MD mice (Takatsuru et al.,
2015). The authors hypothesized that the motility increased as a consequence of
microglial activation by glutamate, which is supported by previous reports that show
an increase in glutamate release and reduced glial cell-mediated glutamate cycling due

to environmental stress (Sanacora et al., 2012).

Brief Daily Separation (BDS), a mild type of ELS protocol, is sufficient to cause a
prolonged elevation of corticosterone during the postnatal period. Adult BDS mice
have deficits in several hippocampal-dependent tasks and impaired
neurodevelopmental processes in the hippocampus (Delpech et al., 2016; Wei et al.,
2014). The leading hypothesis is that microglial dysfunction is responsible for
perturbing normal hippocampal development, causing the observed alterations. In
summary, BDS leads to a prolonged increase in corticosterone levels that impacts

microglia, which have a high glucocorticoid receptor expression. The rise in
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corticosterone levels leads to changes in cell density, phagocytic activity, and long-
term changes in microglial reactivity. Additionally, microglia play a crucial role in
guiding the development of several neuronal and non-neuronal processes that are
abnormal in ELS, including neurogenesis, synaptogenesis, synaptic pruning, axonal
growth, astrocyte maturation, myelination, and the integrity of the blood-brain barrier

(Johnson and Kaffman, 2018).
5. ASTROCYTES

Astrocytes are considered to play a crucial role in regulating neuronal signalling.
Forming the tripartite synapse in conjunction with neuronal pre-and post-synaptic
sites, they contribute to the regulation of synaptic function using signalling
mechanisms. Although there have been limited studies on how early-life stress affects
non-neuronal processes and how it modifies neuronal information processing and
synaptic plasticity, recent research suggests that astrocytes play a crucial role in
synaptic transmission and plasticity by interacting with synaptic circuits (Caliskan et al.,

2020).

There are multiple processes by which astrocytes can control short- and long-
term plasticity at the tripartite synapse. However, most studies that investigated the
impact of early life stress on astrocytes have focused on the expression of astrocyte
markers, such as glial fibrillary acid protein (GFAP) and the calcium-binding protein
S100R in brain areas involved in emotional behaviour control (Caliskan et al., 2020).
Therefore, the analysis of astrocytes functions and their role on modulating plasticity

in the ELS brain is a knowledge gap that still needs to be explored.

What has already been explored is the density and morphology of GFAP+
astrocytes. As recently demonstrated, ELS increases GFAP expression at P9 in wild-type
mice, which disappears at P30 and 6 months, and shows no differences in GFAP+ cell
number or cell complexity. When analyzing gene expression, there is little impact on
genes related to astrocytes at any of the time points studied in the hippocampus (HPC)
and entorhinal cortex (EC) (Abbink et al., 2020). Conversely, another study showed a
decrease of GFAP mRNA levels in the prefrontal cortex followed by maternal

separation coupled with social isolation at all the time points analyzed (P7, P14, P21
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and 10 weeks) (Yamawaki et al., 2018). These results agree with other findings on the
effects of MS on the astroglial population of several brain regions. A significant and
prolonged reduction of GFAP+ astrocyte density was observed on the prelimbic cortex,
cingulate cortex, dorsal striatum, nucleus accumbens, dentate gyrus and hippocampal
subregions CA1 and CA3 induced by ELS. The authors interpret this result as an
expected impact of MS. Previous studies show that astroglia is often underdeveloped
in adults who were submitted to ELS, showing a more severe impact on the described

structures (Leventopoulos et al., 2007).

Another important point to take into consideration is the timing gliogenesis
peak that occurs in the second postnatal week. Hence, a stress insult like MS could
potentially affect this process and produce a long-term reduction of GFAP+ cells.
Because of the key role astrocytes play in synaptic remodelling and neuronal
communication, the reduction of these cells could be responsible for some of the

neurocognitive deficits found in ELS subjects (Banqueri et al., 2019).

Another study showed a significantly lower intensity of GFAP immunoreactivity
in the paraventricular nucleus (PVN) of ELS mice. It was also observed noticeably
thinner GFAP-immunoreactive arbours in ELS mice compared with control. This
alteration in astrocyte morphology was thought to be a result of the altered levels of
EAAT1 expression, a glutamate transporter protein that is primarily expressed in
astrocytes and is responsible for the uptake of glutamate from the synaptic cleft. The
authors suggest that the changes in the EAAT1 and GFAP expression patterns imply a
combined structural and neurochemical remodeling of astrocytes due to ELS (Gunn et

al., 2013).
6. ANATOMICAL BRAIN MORPHOLOGY (RODENTS AND HUMANS)

A few studies have shown that early life adversity may be related to multiple
differences on brain morphology. It is plausible to expect that early life stress would
exert some effect on neuronal and glial cells, regarding number, density, morphology,
and all the aspects mentioned above. However, structural changes in the brain are
more dramatic alterations often linked to important deficits either related to brain

function or behaviour.
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In animal models, it was observed that hippocampal volume is affected by early
life stress but recovered in adulthood. Using magnetic resonance volumetry on alive
animals at P15, P30, and P70, the authors only found differences in hippocampal
volumes (comparing with control mice) at P15 and P30, indicating short-lasting
differences (Herpfer et al., 2012). In contrast, a different report shows that rats that
went through maternal deprivation had a 17% reduction of the amygdala volume and
9% volume decrease for the nucleus accumbens, compared with the control group at
P60 (Aleksi¢ et al., 2016). Rodent models of ELS usually demonstrate long-term
changes in neuroendocrine responses to stress, such as an HPA-axis dysfunction
(mentioned previously). This hormonal disruption leads to a decrease of the volume of
limbic system structures and consequentially develops psychotic symptoms and

altered behaviour (Loi et al., 2017).

In human population-based studies, the data on brain regions volumes were
collected with magnetic resonance imaging (MRI); therefore, there are a growing
amount of studies with an impressive number of subjects being published. Recently, a
study showed that adults with childhood trauma exposure had a positive association
between medial orbitofrontal cortex (OFC) and amygdala volume. In contrast, adults
with no childhood exposure showed a negative OFC—amygdala structural association,
indicating that the relationship between the amygdala and OFC cortical volume varies
as a function of childhood trauma exposure. Interestingly, volume variation in those
areas was also related to pathological personality traits in adulthood, such as
disinhibition and antagonism. The authors discuss that early trauma may result in the
development of pathological personality traits due to alterations in the neurobiological
systems responsible for regulating emotions and behaviour, like the amygdala and OFC

(Bounoua et al., 2020).

A crucial point that has been receiving attention is the impact of the timing of
ELS on brain structures. Studies have been conducted to determine if different age
intervals during which the adversity was present will lead to different outcomes, not
only in the expressed phenotype but also in the intricacy of brain morphology.
Investigating this question, a study group aimed to see if limbic region volumes varied

according to the age of self-reported ELS. In a study with 173 participants, later
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childhood ELS (8 — 17 years) was associated with volumetric reductions in the anterior
cingulate cortex (ACC) and insula, while ELS experienced between the ages of 1 month
and 7 years was not associated with decreased brain volumes (Baker et al., 2013). A
more recent, similar study evaluated cortical thickness (CT) of the orbitofrontal cortex
(OFC) of 190 adults that experienced ELS, but in this case, the stressful events were up
to the age of 4 years. Their results showed a significant association between ELS and
reduced CT in the right medial OFC as well as an inverse relationship between the CT of
OFC and depressive symptoms, indicating that a thicker OFC is correlated to fewer
depressive symptoms. The OFC is believed to play a crucial role in regulating emotions,
motivation, and reward-related states. As a result, changes in the volume of the OFC
have been observed in patients with major depressive disorder (MDD) (Monninger et
al., 2020). Another study explored the impact of the timing of life adversity (childhood
or past few years) on the brain morphology of 129 patients. The analyses revealed
significantly larger volumetric estimates in the amygdala/hippocampal complex in
individuals with childhood adversity compared to those without and significantly
smaller volumetric estimates in the anterior cingulate cortex in individuals with
exposure to recent adversity as compared to those without, the data also revealed
significantly smaller volumes in the bilateral ACC in participants with exposure to
recent adversity. In summary, timing of adversity was differentially mirrored in
morphometric alterations of limbic and prefrontal areas and both resulted in enhanced

anxiety and depression (Kuhn et al., 2015).

When comparing MDD patients and healthy subjects with a history of child
maltreatment, the results become more challenging to interpret. A whole brain
analysis showed reduced grey matter volume in the left superior parietal lobule while
increased in the right middle occipital gyrus in MDD patients compared to healthy
subjects. In addition, the left dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) showed decreased
grey matter volume in subjects with childhood trauma exposures compared to
individuals without ELS. The authors suggest that decreased grey matter volume of the
left DLPFC is a function of childhood trauma rather than MDD, which may represent
the biological risk for developing MDD (Lu et al., 2019). Since the cause-and-effect

relationship among ELS, MDD and structural brain alterations get intricate when
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examined in greater detail, a study sought to differentiate the effects of child
maltreatment (CM) from the impact of depression diagnosis on brain structure. The
data pointed to different main effects of CM and depression on brain structure
separately: the significant main effect of CM on front-limbic areas, visual cortex and
cerebellum, and the main effect of depression on orbitofrontal regions and bilateral
temporal lobes. Beyond that, MDD patients with childhood maltreatment showed an
increase in grey matter volume in the left dorsomedial prefrontal cortex and right
dorsolateral prefrontal cortex and a reduction in grey matter volume in the right
ventrolateral prefrontal cortex compared with MDD patients with no history of CM.
While between-group comparisons revealed that controls with childhood adversity
showed lower grey matter volume in the left posterior cingulate gyrus and higher grey
matter volume in the right dorsolateral prefrontal cortex in contrast to controls
without ELS. This study suggested that ELS is associated with structural abnormalities
of the front-limbic regions that are commonly related to the psychopathological

consequence of depression (Figure 3) (Yang et al., 2017).
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Fig. 3 - Summary of ELS induced alterations on anatomical brain morphology from studies with humans.
Developed by the authors (2023). Orbitofrontal cortex (OFC); anterior cingulate cortex (ACC); prefrontal
cortex (PFC).

15

\
‘ ‘ . ® |\ CREASED VOLUME IN THE
AMYGDALA AND HIPPOCAMPUS

41




42

7. CONCLUDING REMARKS

ELS is a well-known risk factor for developing comorbidities later in life. In the
perinatal period and during the child's development, the brain is susceptible to
environmental interference, either positive or negative. Therefore, any disturbance in
the intricate and refined balance needed for optimal brain maturation can hold long-
lasting effects. It is impossible to predict the type of impairment produced by early life
stress, ranging from psychopathologies such as depression to systematic conditions
like autoimmune disorders. However, a few aspects are crucial to consider and may be
determinant in a causal-effect context, needing to be closely analyzed by future

studies.

The first aspect to be considered is the type of adverse condition. Although a
direct correlation cannot be established yet, there are nonetheless specific
associations that can be identified. For example, physical and sexual abuses have a
stronger correlation to anxiety and post-traumatic stress disorder. In contrast, verbal
abuse and emotional neglect correlate with major depressive disorder (Waters and
Gould, 2022). The second important point is the timing. Brain development has
important time windows that act as critical points for neuroendocrine, morphological
and metabolic changes. Those checkpoints during perinatal, infancy and puberty are
moments of greater vulnerability, where exposure to stress may lead to specific
outcomes (Maccari et al., 2014). For example, microglia maturation is more prominent
during the first two weeks after birth; therefore, stress during this period increases the
number of ameboid microglia and results in greater neuroinflammation (Kaur et al.,
2017). The third aspect is the sex-specific effects of ELS. It is recognized that males and
females show different coping mechanisms for early trauma (Garvin and Bolton, 2022).
In the past few years, though, it has also been identified sexually dimorphic effects of
ELS on brain morphology and behaviour on animal models. Maternal separation leads
to dendritic hypertrophy of limbic regions in female but not male rats, for example.
Females also had their social interactions impaired, while males did not(Farrell et al.,

2016).

ELS affects brain structures differently. A reduced density of neurons in limbic

areas can be observed, as well as impaired dendritic reorganization, changing patterns
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of synaptic communication and connectivity (Farrell et al., 2016). Conversely,
microglial cells often show an immature state in ELS individuals, which correlates with
a reduced synaptic pruning that increases excitatory synapse number of CRH neurons
and ultimately leads to defective stress response in adulthood (Bolton et al., 2022).
Regarding the astrocytes, the tendency points to a decrease in density and GFAP
expression in several areas, directly impacting synaptic remodelling and neuronal
communication and probably linked to the neurocognitive deficits observed in ELS
subjects (Banqueri et al., 2019). The human studies with MRI also convey necessary
information about the effects of ELS. We can observe a significant volume reduction of
limbic and frontal structures frequently correlated with pathological personality traits,
impairments in emotion regulation, and the development of psychopathologies such
as depression(Bounoua et al., 2020). For better visualization, table 1 summarizes the
results mentioned in this review, highlighting the parameters analyzed and main

observations (Table 1).

Taken together, those findings help us elucidate all the transformations going
on the brain of an individual that went through early life adversity. It is impossible to
predict outcomes and establish a cause-and-effect relationship, but we must use the
already abundant available information to clarify patterns, be aware of tendencies and

use it to define better therapy strategies and early interventions.
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Author /year |Animal modell Cell type ELS protocol Prameters Analyzed Main Observations
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ESTUDO 2

1 JUSTIFICATIVA

Inimeros estudos com humanos e roedores se propuseram a investigar os efeitos da
exposicdo ao ELS no desenvolvimento de psicopatologias e alteraces cognitivas a longo prazo.
Diversos dados da literatura, animais e humanos, evidenciam o papel da exposi¢éo ao estresse
precoce no aumento do risco de desenvolvimento de transtornos de humor do tipo depressivo e
ansioso. Entretanto ainda existem lacunas para compreender 0os mecanismos neurobioldgicos
relacionados com tais alteracbes comportamentais. Foi demonstrado que essa exposicao
acarreta desregulacbes do eixo HPA — principal eixo na resposta ao estresse — alterando a
responsividade do mesmo na idade adulta. Além disso, uma variedade de estudos mostrou que
0 ELS produz efeitos especificos ao sexo, com cada género respondendo de maneiras diferentes,
dependendo das idades em que 0s estressores iniciais ocorreram.

Dessa maneira, conhecer as bases morfofisioldgicas que estdo potencialmente
envolvidas na resiliéncia ou susceptibilidade pode abrir caminhos para identificar os fatores de
risco bioldgicos que tornam determinados individuos especialmente vulneraveis a transtornos
relacionados ao estresse, bem como aprimorar métodos de prevencao e tratamento de distdrbios

neuropsiquiatricos como a depressao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracbes comportamentais e morfofisiologicas em regides do cérebro
envolvidas nos comportamentos do tipo depressivo e ansioso (CPF, hipocampo e amigdala),
em camundongos machos e fémeas expostos a um modelo combinado de estresse precoce

(“Limited bedding” + separa¢do materna, LBSM) durante o inicio da fase adulta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) A inducdo do estresse através do modelo combinado de ELS, “Limited bedding”
concomitantemente com a separacdo materna (LBSM), nos grupos ELS, em camundongos
de ambos os sexos da linhagem Balb/cJ;

b) Investigar o efeito da exposicdo ao modelo combinado de estresse precoce sobre
0 comportamento do tipo depressivo e ansioso nas seguintes tarefas: preferéncia a sacarose,
campo aberto, teste claro/escuro, labirinto em cruz elevado e nado forgado;

¢) Avaliar volumes e espessuras teciduais, assim como densidade neuronal, glial e
relacdo glia/neurénio em diferentes regides corticais e do sistema limbico utilizando a
técnica de coloracdo de Nissl avaliada por técnicas estereoldgicas e de analise de imagens
por morfometria planar, em animais controle e submetidos ao protocolo ELS de ambos 0s

SEXO0S.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO

O presente projeto constitui uma parceria entre o Developmental Cognitive
Neuroscience Lab, coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo Grassi-Oliveira, da Escola de Medicina
da PUCRS, e o Laboratorio de Biologia Celular e Tecidual, coordenado pelo Prof. Dr. Léder
Leal Xavier, da Escola de Ciéncias da Saude e da Vida da PUCRS. Os procedimentos previstos
neste projeto foram realizados no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual, no
Developmental Cognitive Neuroscience Lab, no Centro de Modelos Bioldgicos Experimentais
(CeMBE) e no Laboratdrio Central de Microscopia e Microanalise (LabCEMM).

3.2 ASPECTOS ETICOS

Este projeto ocorreu em parceria com o Developmental Cognitive Neuroscience Lab,
coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo Grassi-Oliveira, da Escola de Medicina da PUCRS. Os
animais foram provenientes do projeto “Efeito do estresse precoce sobre o uso agudo de
dietilpropiona em camundongos adolescentes machos”, o qual foi aprovado pela Comissdo de
Etica para Uso de Animais (CEUA) da PUCRS, sob protocolo: 10775 (Anexo A). Todos os
procedimentos que envolvem manuseio e eutandsia dos animais estdo de acordo com as
regulamentagdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA e
a Lei 11.794 de 8 de setembro de 2008 (Lei Arouca) sobre o uso cientifico de animais. Os
procedimentos desenvolvidos neste projeto foram realizados de acordo com a orientacdo do
CEUA - PUCRS.

3.3 ANIMAIS

Os animais foram obtidos da col6nia do CeMBE - PUCRS. Foram utilizados 24
camundongos da linhagem BALB/cJ, heterogénicos, machos e fémeas, desde o seu nascimento.
Os animais foram mantidos no biotério da PUCRS, sob temperatura controlada de 21 + 1°C em
gaiolas ventiladas em ciclo claro-escuro de 12h/12h. Alimentacdo e agua ficaram disponiveis
ad libitum durante todo o experimento. Os camundongos foram criados internamente para evitar
qualquer estresse associado ao transporte dos animais. O procedimento de acasalamento

consisti em agrupar duas fémeas e um macho na mesma caixa por trés dias. Apos duas semanas,
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as fémeas foram separadas em caixas individuais e inspecionadas até a presenca dos filhotes. A
data de nascimento foi designada como dia pds-natal 0 (DPN 0). Ap6s o nascimento, foi
realizado o procedimento de cross-fostering e as ninhadas foram controladas para que tenham
de 6-8 filhotes. As ninhadas foram entdo randomicamente separadas para serem expostas a

condig&o de animais controle ou ELS.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 2 grupos (controle e ELS) para ambos 0s sexos: machos
controle (n=6), fémeas controle (n=6), machos ELS (n=6) e fémeas ELS (n=6). Todos 0s
procedimentos abaixo descritos foram realizados com o cuidado de minimizar o sofrimento e o
namero de animais utilizados.

Apbs o periodo de acasalamento e o nascimento dos filhotes, as ninhadas foram
aleatoriamente designadas para os grupos CTL, e os grupos ELS. As ninhadas foram
desmamadas no DPN 21. Ap6s o desmame, trés filhotes do mesmo sexo e do mesmo protocolo
de criacdo foram agrupados por gaiola. Para evitar potenciais efeitos da ninhada, um méaximo
de dois filhotes por ninhada foi usado neste estudo. Os camundongos foram testados do DPN
60 ao DPN 64 e foram sacrificados ap6s o Gltimo teste comportamental para coleta dos
encéfalos. O projeto experimental é resumido na Figura 3.

Antes da realizacdo dos testes comportamentais, foi realizado um esfregaco vaginal em
todas as fémeas para determinacdo da fase do ciclo estral em que se encontram. A determinacgéo
do ciclo estral é de grande importancia em procedimentos de pesquisa, pois, ajuda a evitar uma
série de vieses devido a alteragdes hormonais que ocorrem durante o ciclo e permite conseguir
grupo mais homogéneo (187). Portanto, os testes comportamentais foram realizados, no caso
das fémeas, sempre na mesma fase do ciclo estral, para evitar possiveis variacdes nos

resultados.
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Figura 3 - Linha do tempo demonstrando o desenho experimental.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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3.5 PROTOCOLO DE ESTRESSE PRECOCE (ELS)

O modelo de ELS utilizado consiste na combinagdo do protocolo de Limited Bedding
concomitantemente com a Separacdo Materna (LBSM) (Figura 4). O protocolo de LB promove
um ambiente com recursos reduzidos, o que dificulta o cuidado maternal e promove a exposicao
ao estresse na fase inicial do desenvolvimento (52). O protocolo de SM foi realizado
concomitantemente com o modelo LB, do DPN 2 até o DPN 15 (188). Durante o protocolo de
LB, uma malha de aluminio separa os filhotes e a mae da maravalha na base da caixa residéncia,
impedindo o uso da maravalha para a construcdo do ninho (52). Uma pequena quantidade de
maravalha convencional foi adicionada somente para cobrir o fundo da caixa e conter os dejetos
dos animais. Sobre a malha de aluminio somente 1g de algod&o foi fornecida para a construcao
do ninho (189). Os filhotes do grupo ELS foram retirados de suas caixas moradia e
acondicionados em novas caixas moradia de acordo com o protocolo de separa¢do materna,
uma vez ao dia, durante 3h, das 9h até as 12h. Os filhotes foram alojados individualmente em
pequenas caixas plasticas com maravalha, as quais foram mantidas sobre uma manta térmica
elétrica com temperatura de 34°C. Considerando que a vocalizacdo entre mée e filhote pode
atenuar os efeitos da separacdo materna, os filhotes foram mantidos em uma sala diferente
durante a duragdo do protocolo. Os animais do grupo controle ndo foram movidos de suas
caixas. A partir do DPN 15 o protocolo de manutencao de caixas foi realizado igual ao grupo
controle. As caixas residéncia dos animais em condicdo controle continham a quantidade
padrdo de maravalha e ndo possuiam a malha de aluminio. As caixas de todos 0s grupos

experimentais foram trocadas semanalmente.

a — ~— - o ‘;ra y

Limited Bedding

Separagao Materna

Figura 4 - Exemplificagdo do protocolo de ELS.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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3.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.6.1 Teste de preferéncia a sacarose

Com o intuito de avaliar o grau de depressdo desses animais, foi realizado um teste de
preferéncia a sacarose. O teste consistiu em introduzir duas garrafas na caixa moradia, uma com
agua potavel e a outra com uma solugdo de sacarose a 1%. Ambas as garrafas foram deixadas
de um dia para o outro. Ao final do teste, o consumo de cada garrafa foi calculado e tivemos
como resultado a razdo do consumo (consumo sacarose / consumo agua) por caixa (190). A
anedonia é um sintoma caracteristico de depressdo, definido como a incapacidade de sentir
prazer diante de um estimulo prazeroso. Em murinos, a ingesta de solucfes adocicadas,
normalmente, esta associada a um comportamento prazeroso, portanto, a preferéncia por agua
ao invés da solucao de sacarose mostra um estado depressivo.

A preferéncia relativa por sacarose foi calculada como:

o Peso solucio de sacarose (g)
Preferéncia de sacarose (%) = — - X 100%
Peso solucdo de sacarose (g) + peso da agua (g)

3.6.2 Teste de campo aberto (OF)

Com o intuito de avaliar o grau de ansiedade desses animais, foi realizado um teste de
campo aberto. O teste consistiu em uma arena de acrilico transparente, medindo 30 de altura
por 30 cm de raio. A base da estrutura é de cor preta para contrastar com a cor do animal. Os
animais foram colocados em um canto da arena para iniciar o teste, e entdo tiveram o seu
comportamento filmado durante 10 minutos. Usando o software ANY-MAZE, a arena foi
dividida em 16 quadrados iguais, os quatro quadrados centrais foram considerados a zona
central e os quadrados restantes foram considerados a zona periférica (192). A distancia total
percorrida (em metros) e o tempo gasto em cada zona (em segundos) foram avaliados. A
reducdo do tempo na zona central e menos entradas na zona central estdo associadas a um

aumento do comportamento do tipo ansiedade.
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3.6.3 Teste claro/escuro (LD)

Com o intuito de avaliar o grau de ansiedade desses animais, foi realizado um teste
claro/escuro. Trata-se de um aparato o qual consiste em duas camaras de acrilico (21 x 21 x 20
cm), uma camara clara e uma camara preta, conectadas por uma porta aberta (193). Os animais
foram colocados na camara clara, onde puderam explorar livremente todo o aparelho e tiveram
0 seu comportamento filmado durante 10 minutos. O tempo gasto em cada camara, 0 nUmero
de transi¢Ges entre as cdmaras € o nimero de “espiadas” entre a cdmara escura e clara foram
analisados. A reducédo do tempo gasto na zona clara e do nimero de transi¢des esta associada a
um aumento do comportamento do tipo ansiedade. Além disso, ocorre uma exploracao
horizontal de cabeca quando o animal explora uma cdmara diferente do aparelho através da

porta de conexao, o que é considerado um comportamento de avaliacao de risco.

3.6.4 Labirinto em cruz elevado (EPM)

Com o intuito de avaliar o grau de ansiedade desses animais, foi realizado um teste de
labirinto em cruz elevado. Trata-se de um aparato de acrilico preto, o qual fica a uma distancia
de 50 cm do solo, sendo composto por dois bragos abertos (30 x 5 cm cada) e dois bracos
fechados (30 x 5 cm, com parede de 15 cm cada). Os animais foram colocados no centro do
labirinto encabecando um dos bracos abertos e entdo tiveram o seu comportamento filmado
durante 5 minutos (194). A distancia total percorrida (m), o tempo gasto em cada braco e o
namero de entradas em cada brago foram avaliados. Todos os parametros foram analisados no
software ANY-MAZE. A diminuic¢do do tempo nos bragos abertos e menos entradas nos bracos
abertos estdo associados ao aumento do comportamento do tipo ansiedade. Além disso, um
mergulho de cabeca no braco aberto para investigar sob o labirinto é considerado um

comportamento de avaliagéo de risco.

3.6.5 Teste de nado forcado (FS)

Com o intuito de avaliar o grau de depresséo desses animais, foi realizado um teste de
nado forcado. O teste consiste em um cilindro inescapavel, com 20 cm de didmetro, preenchido
com agua a uma temperatura de 26 £ 2,0 °C, onde o animal ndo tem alcance as bordas nem ao
fundo. Os animais foram colocados dentro do cilindro e tiveram o seu comportamento filmado

durante 5 minutos. Foram calculados o tempo imdével e o tempo de permanéncia na periferia e
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nas bordas visando avaliar o grau de conformismo do animal (195,196). Este teste quantifica a
imobilidade do animal, a qual foi proposta para ser analogo ao “desespero comportamental”
observado em depressdo. O tempo que 0 animal gasta na postura de imobilidade é um indicador

da aquisigdo do “desespero comportamental” (197-199).

3.7 ANALISE HISTOLOGICA

3.7.1 Determinacao do ciclo estral das fémeas

A determinacdo das fases do ciclo estral das fémeos foi feita com a avaliacdo citoldgica
do lavado vaginal (200). Os lavados foram colhidos com o auxilio de uma ponteira contendo
aproximadamente 50 uL de &gua bidestilada estéril. Foi expelido ¥ do volume dessa solucdo
na abertura do canal vaginal, coletado novamente e esse processo foi repetido de 4-5 vezes para
obter um ndmero de células suficiente para permitir analise citologica. O lavado extraido foi
colocado em uma lamina de vidro e o esfregaco foi seco naturalmente a temperatura ambiente.
Ap0s a secagem, os esfregacos foram corados com corante Violeta Cristal 0,1 % e fixados com
glicerol 15 % e laminula. As laminas contendo os esfregacos corados foram imediatamente
analisadas em microscépio e microfotografias foram tiradas no momento da analise para

documentar a citologia observada.

3.7.2 Eutanasia, fixacao e seccionamento

No DPN 64 os animais foram anestesiados com uma injecdo via intraperitoneal com um
coquetel de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Os procedimentos somente foram
iniciados apos conferéncia da auséncia de reflexo corneal, conforme orientado pela resolugédo
n°714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, de 20 de maio de 2002.

ApoOs a conferéncia da auséncia de reflexo, os animais foram perfundidos
transcardialmente com solucdo salina 0,9% seguida de paraformaldeido (PFA) 4% em TF 0,1
M (pH 7,4). Apds a perfusdo, os animais foram rapidamente decapitados para a remogao do
cérebro. Os cérebros foram extraidos do cranio, mantidos em PFA 4% por 4 horas e
crioprotegidos em sacarose 30% por trés dias. Os cérebros foram entdo seccionados em um
criostato (Leica) em fatias de 50 um de espessura. As fatias foram alocadas em laminas

revestidas com gelatina para posterior técnica histoldgica.
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Como mencionado anteriormente, optamos por analisar areas e circuitos cerebrais que
estdo associados ao controle da emogdo e da memoria emocional, como a amigdala, o
hipocampo e o cortex pré-frontal medial (CPFm), os quais passam por processos de
reestruturacdo e maturacdo durante a fase inicial do desenvolvimento. As regides analisadas
estédo localizadas entre o Bregma 2.10 / Interaural 5.90 mm ao Bregma 1.42 mm / Interaural
5.22 mm (CPFm: Cgl — cortex cingulado, PrL — pré-limbica e IL — infralimbica) e do Bregma -
1.46 / Interaural 2.34 mm ao Bregma -1.94 mm / Interaural 1.86 mm (hipocampo: CA1 [camada
piramidal], GD [camada molecular] e CA3 [camada piramidal]; e amigdala: BLA - amigdala

basolateral).

3.7.3 Coloracéo de Nissl

Para o método de coloracdo de Nissl (violeta de cresil), cerca de 5 cortes por regido
analisada, foram montados em laminas revestidas com gelatina e secos ao ar por 24 h para
garantir a adesdo. Em seguida, os cortes foram reidratados e corados com solucéo de violeta de
cresil 0,1% a 36 °C por 10 minutos em tampéao acetato. Logo ap0s, os cortes foram desidratados
em alcool 95% e depois em 100%; branqueados em xileno e revestidos com Entellan (Merck)

e laminulas.

3.7.4 Medida de volume hipocampal e espessura de camadas hipocampais e corticais

A estimativa de volume do hipocampo dorsal entre os bregmas -1,46 até -2,06 foi
realizada por uma adaptacdo do método de Cavalieri (criado pelo matematico Italiano
Francesco “Bonaventura” Cavalieri, no século XVII) associado ao Atlas Neuroanatémico de de
Paxinos e Watson para camundongos. Basicamente a estimativa de volume hipocampal foi
realizada através da projecdo ao longo do eixo rostral caudal de medidas da area hipocampal
obtidas em 3 se¢ccdes que caracterizavam anatomicamente os Bregmas -1.46; -1.70; -1.94, sendo
essas areas denominadas Al, A2 e A3, respectivamente. A formula que define o volume
hipocampal entre esses Bregmas é: Volume hipocampal = (V1) + (V2) + (V3); ou mais
especificamente: Volume hipocampal = (A1*0,24 mm) + (A2*0,24 mm) + (A3*0,12 mm).

As areas (Al, A2 e A3) foram obtidas pelo método de contagem de pontos, inicialmente
descrito pelo russo A. A Glagolev em 1930, em estudos geoldgicos (201-203). Para
determinacdo da area hipocampal, um grid de cruzes com intervalos equidistantes, com um

valor de area/ponto (a/p) de 46911 pum?, foi colocado sobre as imagens microscopicas


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/bregma
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/bregma
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hipocampais obtidas. As cruzes que tinham seu quadrante superior direito tocando a imagem
do hipocampo foram contadas. A &rea hipocampal é produto da seguinte equacao:

Area = (a/p)*nGimero de pontos contados.

As medidas de espessura de camadas hipocampais, como o Corno de Ammon 1 e 3
(CAl e CA3) e cortex cerebral, foram realizadas por medida de comprimento por morfometria
planar simples, em um angulo reto em relacéo ao eixo base-topo dessas estruturas.

Todas as analises foram feitas com o auxilio do software Image Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics USA), devidamente calibrado com imagem em microscopio de micrometro objeto
obtida de modo totalmente idéntico ao das imagens analisadas, ademais, toda ldgica
matematica/anatémica/histoldgica dos resultados foi revisada pela pesquisadora.

3.7.5 Estimativa de densidade neuronal e glial com coloracéo de Nissl

O numero de neurdnios e células gliais por mm? foi estimado por anélise de imagens
com morfometria planar. As imagens foram adquiridas usando um microscopio optico Olympus
BX51 (Olympus, Japao) acoplado a uma camera CCD (Qimaging, modelo MicroPublisher 3.3
RTV) e analisadas no software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, EUA).

Para estimar as densidades neuronal e glial, foram analisadas 5 imagens (20x) por regido
por animal. Uma &rea quadrada de interesse (AOI) medindo 160 um? foi sobreposta em cada
imagem. Neurdnios e células gliais localizados dentro da AOI, ou interceptados pela borda
superior e/ou direita da AOI foram contados. Neurdnios e células gliais que foram interceptados
pela borda inferior e/ou esquerda da AOI ndo foram contados (figura 5).

Os neuroénios foram identificados por seus nucleos grandes e palidos (eucromaticos)
circundados por um citoplasma corado de violeta. As células gliais foram identificadas pelos

nacleos pequenos e escuros (heterocromaticos) e pela auséncia de citoplasma corado.
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. ® a .

Figura 5 - Esquema ilustrativo representando uma area de interesse (AOI) sobreposta sobre uma imagem
histologica digitalizada, onde os tracos verdes representam as linhas de incluséo e os tragos vermelhos representam
as linhas de excluséo.

Fonte: Disponivel em: stereology.info. Acesso em: 26 jan. 2023.

4.7 DESCARTE DOS ANIMAIS

O descarte dos animais, apos a verificacdo da morte, seguiu as normas previstas na
legislagdo em vigor no pais. No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
é responsavel pela normatizacao e fiscalizacdo destes procedimentos.

Portanto, os residuos gerados e as carcagas dos animais-teste serdo classificados de
acordo com o experimento conduzido. A legislacdo devera ser consultada caso a caso. Como
procedimento padrdo, devera ser adotada a coleta especializada das carcacas de roedores por
empresas com licencas requeridas pela legislacdo. De acordo com a RDC 306 da ANVISA, a
coleta e transporte externos dos residuos de servicos Uso de Animais de Experimentagdo e
Legislacdo Correlata: orientacdes sobre estudos e roedores de salde devem ser realizados de
acordo com as normas NBR 12.810 e NBR 14652 da ABNT. No caso do presente trabalho, o
descarte foi realizado pelo CEMBE-PUCRS.


https://www.stereology.info/criteria-for-counting-cells/
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o software estatistico GraphPad Prism versdo 9 (La
Jolla, Califérnia, EUA). Os dados obtidos referente aos testes comportamentais e a histologia
foram submetidos a um teste t de student para uma comparacao entre controle vs. tratamento de
ambos os sexos ([macho CTL vs. macho ELS] e [fémea CTL vs. fémea ELS]). Os resultados

foram considerados significativos quando P<0,05 para todos os testes descritos.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE COMPORTAMENTAL

5.1.1 Awvaliacao citoldgica dos esfregacos vaginais

Antes da realizagdo dos testes comportamentais, foi realizado um esfregago vaginal em
todas as fémeas para determinacgéo da fase do ciclo estral em que se encontram. A partir das
imagens obtidas dos esfregacos vaginais, foi possivel determinar a fase do ciclo estral em que
estas fémeas se encontravam no momento da coleta, pois cada fase do ciclo é caracterizada por
uma alteracdo morfoldgica distinta (200). Todas as fémeas encontravam-se na fase metaestro,
a qual foi constatada pela presenca de leucdcitos e de células epiteliais escamosas cornificadas

(muitas vezes fragmentadas) (figura 6).

Avaliacao Citologica de Esfregacos Vaginais

-

50 pm 50 pm 50 pm
Figura 6 - Avaliagdo citoldgica de esfregacgos vaginais para identificacdo do estagio estral das fémeas. Fémeas na

fase metaestro. Presenca de células epiteliais escamosas cornificadas (setas) e leucécitos (circulos).
Fonte: Da autora (2023).

5.1.2 Comportamento aneddnico

A presenca do comportamento anedonico nos animais foi observada utilizando o teste
de preferéncia a sacarose 1%, o qual ndo apresentou nenhum resultado significativo (machos,
p=0,502; fémeas, p=0,417) (figura 7). Entretanto, é possivel observar um estado anedénico
inicial nestes animais, principalmente nas fémeas ELS, as quais apresentam uma preferéncia
relativa a sacarose menor que as do grupo controle (CTL £ 61%; ELS * 55%). Se tratando dos

machos, ambos 0s grupos apresentaram uma taxa de preferéncia a sacarose em torno de 45%,
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0 gue nos mostra também um comportamento anedoénico inicial nestes animais, mas de forma
mais leve (CTL £ 42%; ELS + 45%).

Preferéncia a Sacarose

Relative sucrose preference
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Figura 7 - Grafico mostrando a preferéncia relativa a sacarose de machos e fémeas, dos grupos controle (CTL) e
estresse (ELS) expostos ao estresse precoce. Teste t de student (Média = DP) (p<0,05).
Fonte: Da autora (2023).

5.1.3 Comportamento exploratorio

O comportamento exploratério dos animais foi avaliado através do teste do campo
aberto. Diferencas significativas ndo foram observadas entre 0s sex0s nos parametros
relacionados a atividade exploratéria (distancia total percorrida [machos, p=0,605; fémeas,
p=0,692], tempo na periferia [machos, p=0,168; fémeas, p=0,083] e tempo no centro [machos,
p=0,168; fémeas, p=0,082]) (figura 8).
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Figura 8 - Graficos mostrando os resultados do teste de campo aberto em camundongos em machos e fémeas, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos ao estresse
precoce. Os seguintes parametros foram avaliados: distancia total percorrida (em metros) (A), tempo gasto na zona periférica (em segundos) (B) e o tempo gasto na zona central
(em segundos) (C). Duracgéo do teste 600 segundos. Teste t de student (Média + DP) (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).



71

5.1.4 Avaliacéo de risco

O comportamento de avaliacéo de risco € comumente observado em roedores e pode ser
exemplificado no momento de hesitacdo antes do animal explorar um ambiente novo — quando
ele avalia os possiveis riscos de seguir por aquele caminho (205). O padrdo de exploragdo do
labirinto em cruz elevado e do teste claro/escuro foi avaliado a fim de se mensurar a avaliagéo
de risco e a consequente tomada de decisdo dos animais.

N&o houve diferencas significativas entre os grupos controle e estresse de ambos 0s
sexos em nenhum dos parametros avaliados no teste da camara clara/escura (figura 9).
Entretanto, o comportamento dos animais nos bragos abertos e fechados diferiu entre as fémeas
dos grupos controle e estressado. Houve diferencas significativas nos animais do sexo feminino,
onde as fémeas do grupo estressado passaram mais tempo explorando os bragos abertos (tempo
gasto [p=0,011] e nimero de entradas [p=0,028]) (figura 10B, E), o centro do aparato (p=0,019)
(figura 10D) e entraram mais nos bracos fechados (p=0,048) (figura 10F) em relacdo ao grupo
controle; consequentemente, as fémeas do grupo controle permaneceram mais tempo nos
bracos fechados (p=0,005) quando comparadas com o grupo estressado (figura 10C). Nao

houve diferencas significativas entre os machos.



72

Camara Clara/Escura
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Figura 9 - Graficos mostrando os resultados do teste de camara clara/escura em camundongos machos e fémeas, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos ao estresse
precoce. Os seguintes parametros foram avaliados: tempo na cdmara clara (em segundos) (A), tempo na cdmara escura (em segundos) (B), niimero de “espiadas” para a camara
clara (C), numero de “espiadas” para a cdmara escura (D), nimero de entradas na camara clara (E) e nimero de entradas na camara escura (F). Durag&o do teste 600 segundos.
Teste t de student (Média + DP) (p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 10 - Graficos mostrando os resultados do teste do labirinto em cruz elevado em camundongos machos e fémeas, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos
ao estresse precoce. Os seguintes pardmetros foram avaliados: distancia total percorrida (em metros) (A), tempo nos bracos abertos (em segundos) (B), tempo nos bracos
fechados (em segundos) (C), tempo no centro (em segundos) (D), nimero de entradas nos bragos abertos (E) e nimero de entradas nos bracos fechados (F). Duragdo do teste
600 segundos. Teste t de student (Média + DP) (*p<0,05; **p<0,01).

Fonte: Da autora (2023).
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5.1.5 Grau de conformismo

O grau de conformismo foi avaliado através do teste de nado forcado, o qual quantifica
a imobilidade do animal, a qual foi proposta para ser andlogo ao “desespero comportamental”
observado em depressdo. O tempo que 0 animal gasta na postura de imobilidade é um indicador
da aquisi¢do do “desespero comportamental” (197—-199). Diferencas significativas ndo foram

observadas entre 0s sexos nos parametros avaliados (figura 11).
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Figura 11 - Graficos mostrando os resultados do teste de nado forcado em camundongos machos e fémeas, dos
grupos controle (CTL) e estresse (ELS) expostos ao estresse precoce. Os seguintes parametros foram avaliados:
distancia total percorrida (em metros) (A) e tempo imével (em segundos) (B). Teste t de student (Média + DP)
(p<0,05).

Fonte: Da autora (2023).

5.2 ANALISE MORFOLOGICA

5.2.1 Alteracdes morfoldgicas

Uma analise comparativa entre o grupo controle e estressado de cada sexo, mostrou um
aumento do volume hipocampal nos machos do grupo estressado (p=0,011) em comparacgéo
com os do grupo controle. Esse aumento foi mais pronunciado entre os bregmas -1.46 a -1.70
(V1, p=0,001) (figura 12A). Em relagdo a espessura das camadas, foi observado um aumento

na camada cortical (S1Tr, cortex somatossensorial — Bregma -1.46 / Interaural 2.34 mm ao
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Bregma -1.94 mm / Interaural 1.86 mm) dos machos estressados em relagdo ao grupo controle
(p=0,000006) (figura 13A). Foi observado também um aumento da camada piramidal do
hipocampo (CAl) em ambos o0s sexos do grupo estressado (machos, p=0,018; fémeas,

p=0,00006) em comparacdo com as do grupo controle (figura 13B).
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Figura 12 — Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce no volume hipocampal em camundongos machos e fémeas. Imagens digitalizadas de sec¢des coronais
do cérebro coradas com Nissl mostrando o hipocampo de camundongos machos, dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS). A figura mostra a volume hipocampal: A (V1,
bregma -1.46 a-1.70), B (V2, bregma -1.70 a -1.94), C (V3, bregma -1.94 a -2.06), D (Vt, volume total, bregma -1.46 a -2.06). O desenho esquematico (E) foi adaptado do atlas
de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média £ DP) (*p<0,05; **p<0,01).
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Figura 13 — Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na espessura cortical, dos cornos de Ammon 1 e 3 (CAL e CAS3 respectivamente) em camundongos
machos e fémeas. Imagens digitalizadas de sec¢des coronais do cérebro de camundongos machos e fémeas coradas com Nissl mostrando o cdrtex cerebral (S1Tr — coOrtex
somatossensorial) (A) e o hipocampo (camada piramidal do CA1) (B), dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS). O desenho esquematico (D) foi adaptado do atlas de Paxinos
e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média + DP) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0001).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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5.2.2 Densidade neuronal e glial

Uma analise comparativa entre 0s grupos estressado e controle de cada sexo, mostrou
uma densidade neuronal cortical diminuida no grupo estressado em relacdo ao controle
especificamente nas regibes PrL (regido pre-limbica do CPFm; fémeas, p=0,048) (figura 14B)
e IL (regido infralimbica do CPFm; machos, p=0,016; e fémeas, p=0,017) (figura 14C). Houve
uma diminuicdo da densidade neuronal do sistema limbico, especificamente na amigdala
(BLA), das fémeas estressadas (p=0,041) (figura 15D). Além disso, foi observado uma
diminuigéo da densidade glial cortical, especificamente na regido Cgl, nas fémeas estressadas
(p=0,025) (figura 16A).

As demais regibes, assim como a relacdo glias/neurénio, ndo mostraram alteracdes

significativas nos parametros analisados (figuras 17, 18, 19).
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Densidade Neuronal Cortical
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Figura 14 — Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade neuronal cortical em camundongos machos e fémeas. I magens digitalizadas de sec¢des
coronais do cérebro de camundongos machos e fémeas coradas com Nissl mostrando o Cértex Pré Frontal Medial (CPFm), mais especificamente o prélimbico (PrL) (B) e 0
infralimbico (IL) (C) dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS). Os graficos mostram a densidade neuronal cortical, no CPFm: Cértex Cingulado (Cgl) (A), PrL (B), IL (C)

e total (D). O desenho esquemaético (E) foi adaptado do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média + DP).
Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Densidade Neuronal — Sistema Limbico
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Figura 15 — Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade neuronal do sistema limbico em camundongos machos e fémeas. Imagens digitalizadas
de secc¢des coronais do cérebro de camundongos machos e fémeas coradas com Nissl mostrando a amigdala basolateral (BLA) (D) dos grupos controle (CTL) e estresse (ELS).
Os graficos mostram a densidade neuronal no sistema limbico: Corno de Ammon 1 (CA1) (A), Corno de Ammon 3 (CA3) (B), Camada molecular do giro denteado (Mol-DG)
(C) e amigdala basolateral (BLA) (D). O desenho esquematico (E) foi adaptado do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student. (média + DP)
(*p<0,05).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Figura 16 - Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade glial cortical em camundongos machos e fémeas. Imagens digitalizadas de sec¢des
coronais do cérebro de camundongos fémeas coradas com Nissl mostrando o Cértex Pré-Frontal Medial (CPFm), mais especificamente o cortex cingulado (Cgl) (A) dos
grupos controle (CTL) e estresse (ELS). Os graficos mostram a densidade glial cortical: Cgl (A), cortex pré limbico (PrL) (B), cortex infralimbico (IL) (C) e Cortex Pré-
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Densidade Glial - Sistema Limbico
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Figura 17 - Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na densidade glial do sistema limbico em camundongos machos e fémeas. Os gréficos mostram a
densidade de células da glia na camada molecular do giro denteado (Mol-DG) (A) e na amigdala basolateral (BLA) (B). O desenho esquemaético (C) foi adaptado do atlas de

Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). O nimero de células gliais nas camadas piramidais de CA1 e CA3 classicamente é bastante reduzido, portanto ndo foram incluidas
na figura. Teste t de student (Média = DP).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Relacio Glias / Neuronio — Regido Cortical
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Figura 18 - Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na relacdo glias/neurénio na regido cortical em camundongos machos e fémeas. Os graficos mostram
a razdo de células da glia por neurdnio, no Cortex Pré Frontal Medial (CPFm): Cortex Cingulado (Cgl) (A), Cértex Pré limbico (PrL) (B), Cortex infra limbico (IL) (C) e Cortex
Pré Frontal Medial total (D). O desenho esquematico (E) foi adaptado do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). Teste t de student (média + DP).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Relacao Glias / Neuronio — Sistema Limbico
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Figura 19 — Efeitos a longo prazo (>60 dias de vida) do estresse precoce na relagdo glias/neurdnio do sistema limbico em camundongos machos e fémeas. Os graficos mostram
arazao de células da glia por neurénio, na camada molecular do giro denteado (Mol-DG) (A) e na amigdala basolateral (BLA) (B). O desenho esquematico (E) foi adaptado do
atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 2014). O nimero de células gliais nas camadas piramidais dos Cornos de Ammon 1 e 3 (CA1 e CA3 respectivamente)
classicamente é bastante reduzido, portanto a relagéo glia/neurdnio nessas regides ndo foi calculada. Teste t de student (média + DP).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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6 DISCUSSAO

O estresse cronico experimentado precocemente na vida é um fator de risco generalizado
que esté relacionado ao aparecimento de distdrbios psiquiatricos, como ansiedade e depressao
(206). Estudos pré-clinicos anteriores relataram que roedores expostos a paradigmas de estresse
no inicio da vida (ELS) apresentam niveis mais altos de comportamentos depressivos e
semelhantes a ansiedade, bem como aumento do medo e da capacidade de resposta ao estresse
(207). Neste estudo, usamos um modelo experimental de estresse precoce (Limited Bedding +
Separacdo Materna, LBSM) para investigar o impacto sobre o cérebro, avaliando possiveis
alteracdes comportamentais semelhantes a depressdo e ansiedade, e possiveis alteracdes
neuromorfoldgicas, em camundongos jovens adultos (>60 dias) de ambos 0s sexos.

Nossos achados ndo mostraram diferengas significativas no comportamento relacionado
a depressdo/ansiedade nos machos. Diferentemente das fémeas, que apresentaram alteracdes
comportamentais significativas no teste de labirinto em cruz elevado (EPM). E bem
demonstrado na literatura que fémeas e machos respondem de formas diferentes ao estresse
precoce. Fatores cruciais para determinar o tipo de déficit comportamental na vida adulta
estendem-se para além do sexo, abrangendo timing do evento estressor, intensidade do estresse,
e momento da vida que esses animais sdo testados. Em estudos em animais observa-se que
enquanto ratos machos demonstram maiores dificuldades de aprendizado e memoria espacial
frente ao estresse precoce, fémeas apresentam um comportamento ansioso mais
frequentemente. Essas alteragdes podem estar ligadas a uma reducdo sexo-dependente da
neurogénese e da morfologia dendritica na formacdo do cértex pré-frontal e do hipocampo
(208). Nossos resultados corroboram 0 aumento de ansiedade nas fémeas, mas infelizmente n&o
foi possivel medir a capacidade cognitiva dos machos nos testes comportamentais. Em estudos
com humanos, sugere-se que 0 estresse gestacional produz ndo somente fendtipos
comportamentais diferentes em fémeas e machos como psicopatologias diferentes, onde TDAH
e esquizofrenia se mostram mais frequentes em homens enquanto depressao e ansiedade é mais
comum entre as mulheres (208).

A exposicdo ao estresse desencadeia diversas respostas sistémicas, incluindo respostas
do sistema nervoso simpatico. Entre essas respostas, observa-se a ativagdo do sistema de
glucocorticoides, e ativacdo do eixo HPA, que modula as respostas ao estresse e parece estar
desregulado no transtorno ansioso. O eixo HPA se conecta com o hipocampo, CPFm e
amigdala, regides essenciais no aprendizado e processamento do medo, que também contém

receptores para hormonios do estresse. A resposta do eixo HPA ao estresse difere entre homens
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e mulheres, com as mulheres parecendo ter uma maior reatividade do HPA e uma liberacdo
mais alta de hormdnios do estresse. O que nos ajuda a entender essas diferencas é a interagdo
entre 0 eixo HPA e o eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HPG), que regula a secrecdo de
horménios gonadais como estrogénio, progesterona e testosterona. Os niveis de estrogénio e
testosterona podem participar da regulagéo e resposta do eixo HPA, inclusive se observa que a
testosterona pode inibir a atividade do eixo HPA, enquanto o estrogénio age de forma contraria,
intensificando sua atividade, dependendo de qual receptor para o estrogénio esta sendo ativado
(209).

Se tratando das alteragcdes comportamentais observadas nas fémeas, no teste do labirinto
em cruz elevado o grupo ELS aumentou seu tempo de permanéncia nos bracos abertos
(p=0,011) e no centro (p=0,019), reduziu a permanéncia nos bracos fechados (p=0,005) e
aumentou seu numero de entradas nos bracos abertos (p=0,028) e fechados (p=0,048). Isso
indica que as fémeas tiveram uma resposta ao estresse (ao contrario dos machos), contudo essa
resposta € ambigua, uma vez que a diminuicdo de tempo nos bracos fechados e aumento de
tempo nos bracos abertos e no centro indica que as fémeas estressadas apresentam menos medo,
e 0 aumento do nimero de entradas e saidas dos bracos indica o0 aumento de ansiedade.

A presenca de ansiedade e auséncia de medo indica um comportamento de valentia
nessas fémeas estressadas que também pode ser interpretado como uma incapacidade de
avaliacdo de risco. Estudos anteriores mostram que o estresse induz um aumento da formacao
de memdria aversiva em machos enquanto prejudica a aquisicdo em fémeas, além de induzir
um aumento no comportamento ansioso de fémeas similar ao que observamos (210). De acordo
com Viola et al. (211), a reducdo do comportamento de avaliacdo de risco (AR) em
camundongos estressados pode ser associada a uma tendéncia a impulsividade, o que leva esses
animais a se engajarem em comportamentos de risco com maior frequéncia devido a falta de
AR. Esses comportamentos sdo considerados uma medida confidvel da manifestacdo de
comportamentos similares a ansiedade, uma vez que a avaliagdo etoldgica fornece informacGes
sobre a resposta emocional do animal ao ambiente (212). O comportamento de AR é
influenciado pela percepcdo de ameaca no ambiente e pela capacidade do animal de se
relacionar com seu entorno (213). Nesse sentido, a alteracdo da reatividade emocional durante
a realizacéo da tarefa, em que ha um conflito entre abordagem e evitacao, pode ser interpretada
como um estado ansiogénico (214).

Além disso, a circuitaria do medo em roedores envolve importantes regides encefalicas,

com alteragdes histologicas observadas nesse estudo. O circuito que regula a expressédo do medo
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envolve um estimulo excitatorio da parte pré-limbica (PL) do cértex pré-frontal medial (CPFm)
para a amigdala basolateral (BLA), que ativa a amigdala central (CeA) para aumentar a
expressdo do medo. A area infralimbica (IL) do CPFm se projeta e ativa células intercaladas
inibitérias na amigdala que conectam a BLA a CeA e inibem a saida do estimulo de medo. O
hipocampo interage com essa rede em resposta ao contexto e pode induzir ou impedir que uma
memoria de medo seja evocada. Em suma, o hipocampo pode ativar a regido IL para suprimir
0 medo quando o estimulo condicionado (CS) for apresentado no contexto em que foi extinto
(209). Nossos resultados comportamentais mostram uma reducdo da expressdo de medo nas
fémeas estressadas associado a uma reducdo da densidade neuronal nas regides PL, IL e BLA.
Essa relacdo entre os achados comportamentais e morfoldgicos indica que a reducao neuronal
nessas regides criticas para a regulacdo do comportamento de medo pode ser a causa do
comportamento de valentia observados nas fémeas ELS.

Os efeitos do protocolo de separacdo materna (SM) na idade adulta tém sido
amplamente observados em ratos e camundongos, e os resultados tém sido variados e até
mesmo contraditorios, de acordo com Tractenberg et al., (215). Enquanto alguns estudos com
diferentes protocolos de SM ndo encontraram efeitos em relacdo a ansiedade e depressdo em
adultos (216), outros estudos mostraram efeitos da SM em comportamentos relacionados a
ansiedade e a depressao na idade adulta (217-219). De maneira geral, os perfis
comportamentais observados em nossos resultados, séo indicativos de um leve perfil ansioso,
principalmente em relacdo as fémeas.

Se tratando dos aspectos morfoldgicos, machos e fémeas apresentaram alteracfes em
locais diferentes no cérebro. Foi observado um aumento do volume hipocampal nos machos
estressados em comparagdo com os do grupo controle, porém ndo foram observadas alteraces
dos mesmos parametros nas fémeas. O ELS aumentou o volume hipocampal dos machos
estressados entre os Bregma -1.46 até Bregma -2.06 (p=0,011), sendo que o aumento
significativo ocorreu na por¢éo mais rostral do hipocampo (Bregma -1.46 & -1.70) (p=0,001).
Além disso, os machos estressados apresentaram um aumento significativo da espessura
tecidual do cortex cerebral (mais especificamente no cértex somatossensorial, p=0,000006) e
da camada piramidal do hipocampo, em CAl (p=0,018), em relagéo ao grupo controle. Esse
aumento da espessura tecidual de CA1 também foi observado nas fémeas estressadas, as quais
apresentaram uma diferenca significativa maior que a observada nos machos (p=0,00006). A

relacdo entre dimorfismo sexual e diferengas anatémicas histoldgicas na estrutura cerebral s&o



88

bastante descritas na literatura, com homens possuindo uma maior variabilidade anatdmica
individual que mulheres (220).

O hipocampo é uma estrutura cerebral importante para o0 processamento e
armazenamento da memoria. Ele é composto por varias camadas celulares e possui conexdes
com outras regides cerebrais envolvidas na memdria, como o cortex entorrinal, a amigdala e o
cortex preé-frontal (221). Conforme citado anteriormente, o hipocampo exerce forte controle
regulatério do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal. O ELS causa elevacdes dos hormonios do
estresse, 0s quais levam a disfuncdo do hipocampo em humanos e roedores (222, 223). Em
humanos, a diminuic¢do do volume do hipocampo e a disfuncéo do hipocampo estéo associadas
a disturbios psicologicos com fortes componentes afetivos, como transtorno de estresse pos-
traumatico, transtorno bipolar e depresséo (224, 225).

A bibliografia atual dispde de resultados contrastantes quanto ao volume hipocampal,
onde geralmente se observa reducdo apds exposicdo a estresse precoce em ambos 0S SeX0S
(226). Porém, sugerimos que o aumento do volume hipocampal somente nos machos
estressados pode estar relacionado ao que ja foi observado em estudo anterior, onde 0s machos
que passaram pelo protocolo de ELS apresentaram um aumento em nudmero, volume e
complexidade dos dendritos e espinhos dendriticos, enquanto as fémeas tiveram reducéo dos
dendritos e menor densidade de espinhos, tendo como consequéncia uma alteracdo no volume
hipocampal observado apenas nos machos (227). Como nossa técnica permite apenas a
visualizacao principalmente do celular, e alguns prolongamentos, ndo foi possivel responder se
a alteracdo de volume observada esta relacionada a uma alteracao dendritica.

Além disso o remodelamento hipocampal é intimamente afetado pela presenca de
horménios circulantes, como o cortisol e hormdnios sexuais. Por exemplo, estresse repetido
leva a um remodelamento de dendritos na regido CA3 do hipocampo, além de suprimir a
neurogénese do giro denteado em machos, porem, em fémeas, 0 estrogénio parece estimular a
neurogénese dessa regido, e conferir uma resisténcia a atrofia induzida por estresse dos
dendritos do hipocampo observada em ratos machos (228). Esses estudos que contrastam com
nossos resultados, sugerem que além das diferengas sexuais estruturais e funcionais, o
estrogénio pode ter um papel neuroprotetor em relacdo ao estresse e a secrecdo e agdo de
glicocorticdides no cérebro (229).

Os machos estressados apresentaram um aumento de espessura na camada cortical (mais
especificamente no cértex somatossensorial), porém, esse aumento nao foi observado nas

fémeas. O cortex somatossensorial é uma regido do cérebro responsavel pelo processamento de
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informac0des sensoriais relacionadas a discriminagao sensorial, processamento de informagdes
de dor, percepcéo de temperatura e propriocepcao (230 — 233). Embora néo haja evidéncias que
indiguem um aumento na espessura do cOrtex somatossensorial em situacfes de estresse, 0
estresse pode afetar o funcionamento dessa regido cerebral, afetando a percepcao sensorial, a
conectividade funcional com outras areas cerebrais e a plasticidade sinéptica. Estudos sobre
estresse precoce demonstram uma série de alteracfes morfoldgicas e funcionais no cortex
somatossensorial que ndo se observam em outras regides corticais, como aumento de espinhos
dendriticos do tipo cogumelo, aumento nos niveis basais de corticosterona, aumento dos niveis
basais e pos-estresse de glutamato e aumento da motilidade da microglia (234). Além do seu
papel no processamento sensorial, 0 cortex somatossensorial, também desempenha um papel
importante no processamento emocional, incluindo a identificacdo de significado emocional
em um estimulo, a expressdo de estados emocionais e a regulacdo da emocdo. Estudos
realizados em individuos que sofrem de transtornos psicoldgicos associados a regulacdo
emocional anormal, como depresséo, transtorno bipolar, esquizofrenia, transtorno de estresse
pos-traumatico, transtornos de ansiedade e panico, encontraram alteracdes estruturais e
funcionais no cortex somatossensorial. Entre essas alteracdes, observam-se alteracbes no
volume de matéria cinzenta, espessura cortical, conectividade funcional anormal com outras
regides cerebrais e mudancas nas taxas metabdlicas. Dessa forma, € razoavel a interpretacao de
que um aumento da espessura do cdrtex somatossensorial desses animais tenha sido benéfica e
esteja relacionada a auséncia do comportamento ansioso e depressivo que seria esperado,
devido a uma melhor regulacdo emocional mesmo ap6s exposicao a estimulo estressor (235).
O aumento da espessura hipocampal em CA1, observada em ambos 0s sexos, nédo foi
acompanhada de alteracGes na densidade neuronal e glial. O transtorno depressivo é associado
ao comprometimento da neuroplasticidade, como atrofia neuronal e perda sinaptica de regifes
especificas do cérebro, em particular o hipocampo (236). Recentemente, um corpo convergente
de literatura tem sugerido que a quantidade excessiva de matriz extracelular (MEC) é uma
caracteristica critica da depressdo. E um dos mecanismos pelo qual se observa esse aumento de
MEC é pelo aumento da deposi¢do de moléculas da rede perineuronal (PNN), uma estrutura de
MEC predominantemente localizada em interneurdnios inibitorios que regulam a plasticidade
(237, 238). Em outro estudo, quando se observou a regulacdo génica relacionada ao aumento
de MEC, foram identificados 15 genes suprarregulados relacionados a deposi¢do de MEC. O
enriquecimento da via de genes regulados positivamente mostrou que as vias hiperativadas

associadas & MEC, tinham como funcdo trimerizacdo da cadeia de colageno, biossintese de
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coldgeno e enzimas modificadoras, formacdo de colageno, organizacdo da matriz extracelular
etc. (239). Dessa forma, entende-se que a deposigdo excessiva de MEC parece criar um
ambiente que nao permite e limita a plasticidade em disturbios de humor como a depressao
(240). Além disso, trabalhos recentes revelaram a importancia da MEC no controle da
plasticidade no sistema nervoso central (SNC) e provaram que uma desregulagdo dessa
estrutura se relaciona a varios outros disturbios psiquiatricos, onde o estresse atua como um
fator de predisposicdo (240). Em nossa analise, ndo avaliamos os percentuais de MEC, porém,
considerando esses achados recentes que indicam gque pode haver uma deposicdo excessiva de
MEC no hipocampo de camundongos que passaram por diferentes protocolos estressores,
sugerimos que possa haver um aumento da MEC na regido hipocampal visto que a espessura
da regido estd aumentada nos camundongos estressados, porém sem alguma indicacdo de
aumento da densidade celular.

Nossos resultados mostraram uma diminuicdo significativa na densidade neuronal
cortical, especificamente no cortex prélimbico (PrL) das fémeas estressadas (p=0,048); e no
cortex infralimbico (IL) de machos [p=0,016] e fémeas [p=0,017], ambos do grupo ELS. Existe
atualmente uma vasta literatura atribuindo ao CPFm uma variedade de funcdes relacionadas ao
controle de comportamento, incluindo a regulacdo emocional, tomada de decis6es e codificagdo
contextual (241 — 244). Em roedores, 0 CPFm é dividido em trés areas distintas que sdo, no
sentido dorsoventral, o cortex cingulado anterior (Cgl), o cortex prélimbico (PrL) e o cértex
infralimbico (IL). Essas trés sub-regides apresentam funcGes relativamente distintas em
roedores: o Cgl esta envolvido no controle emocional, aprendizado, memdria e tomada de
decisdes, além de ser essencial para a regulacéo da resposta ao estresse e a dor (245); o PrL tem
sido relacionado a aquisicao de tarefas que dependem da manutencédo de informacdes ao longo
do tempo, como rastreamento de condicionamento de medo (246 — 251), comportamento
exploratério, memoria espacial e regulacdo emocional, sendo considerado uma peca-chave no
processamento de memorias e consolidacdo de memarias aversivas (249). Ja o IL esta envolvido
em funcbes como regulacdo do comportamento, condicionamento ao medo, processamento de
recompensas e aprendizagem de habitos (252 — 254). Ha uma hipdtese de que o IL atua, de
forma sutil, como um “freio” em certos comportamentos, uma ideia consistente com o vmPFC
humano inibindo respostas improprias e respostas emocionais negativas (255). Essa alteracéo
morfologica observadas nas fémeas ELS pode ser relacionada com o comportamento de

valentia exibido por elas, e ja discutido anteriormente. Uma vez com a capacidade de regulacdo
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emocional e freio comportamental reduzido além de uma ansiedade aumentada, esses animais
tém um comportamento condizente com a perda neuronal observada, nas regides supracitadas.

Houve também uma diminuicéo significativa na densidade glial cortical das fémeas
estressadas, no cortex cingulado anterior (Cgl) (p=0,025). Essa diminuicéo se reflete em uma
perda funcional, vista a importante fungdo de controle emocional da regido aliada as vérias
fungdes que podem ser comprometidas ao se perder células gliais. As células da glia possuem
um papel crucial no SNC: interagem reciprocamente com 0s neurdnios, atuando na regulacéo,
formacéo e funcdo do sistema nervoso, alem de conduzir a neurogénese, regular a migragédo
neuronal, o crescimento axonial e a formacdo de sinapses (256). H& varios tipos de células glias
com diferentes fungdes no SNC, sendo elas: glia radial (progenitores do SNC que geram a
maioria de nossos neurdnios e células gliais), astrocitos (células com processos que interagem
com varios tipos de células no SNC, ajudando a impulsionar o desenvolvimento do sistema
nervoso e esculpir sua atividade), oligodendrdcitos (aceleram a condugdo do impulso nervoso
e fornecem suporte metabdlico aos ax6nios) e micrdglia (conhecidas como macréfragos
residentes no cérebro, os quais regulam a funcdo neuronal durante um desafio inflamatdrio)
(106, 246). Entre os tipos de células gliais citados, destaca-se a micréglia como um possivel
fator mediador das mudancas relatadas ap6s a exposicao ao estresse, geralmente relacionado a
um estado neuroinflamatério alterado e ao desenvolvimento de deficiéncias cognitivas e
comportamentais (112-119). Entretanto, a técnica histolégica que optamos por utilizar, ndo
torna possivel distinguir de modo nitido os diferentes tipos de glia no SNC. Portanto, estudos
futuros com marcadores imunohistoquimicos especificos contra proteinas especificas de cada
tipo de célula da glia, como GFAP (para astrocitos), CNPase (para oligodendrécitos) e Ibal
(para micrdglia), podem nos apontar com mais clareza as variaces nas populac@es gliais.
Apesar de ter sido observada uma perda neuronal e glial em areas corticais, essas perdas nao se
correlacionam com as diferencas contrastantes na espessura cortical, além de também néo ter
sido observado alterag6es na razéo glia/neurdnio nas regides analisadas.

Outra alteracdo observada foi a reducdo da densidade neuronal na BLA de fémeas
expostas ao estresse. A amigdala basolateral tem um papel chave no condicionamento ao medo
e é extremamente reativa ao estresse precoce. Em estudo anterior foi observado que em filhotes
de ratos machos, mas ndo fémeas, houve um aumento na densidade de espinhos neuronais da
BLA, acompanhado de aumento nas respostas sinapticas e conectividade funcional alterada. O
trabalho sugere que os efeitos da exposicao ao estresse precoce na funcédo sinaptica da BLA séo

sexualmente dimérficos e possivelmente recrutam mecanismos diferentes (257). De acordo
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com Likhtik et al. (258), a conexdo entre 0 CPFm e a amigdala é essencial para regular respostas
comportamentais relacionadas a expressdo de medo e ansiedade. Em condi¢Bes normais, 0
CPFm inibe a ativacdo da amigdala, a fim de evitar a expressdo exagerada de emocoes (259,
260). No entanto, o prejuizo no controle do CPFm sobre a amigdala é bem documentado em
situacOes de estresse cronico (261), o que pode contribuir para o desenvolvimento de condic¢oes
patoldgicas. Como o CPFm é uma regido importante para a regulacdo da avaliagdo de risco e
tomada de decisdo (262), a analise do comportamento de avaliacdo de risco pode refletir o
controle exercido pela conexdao CPFm-amigdala (211, 262, 263).

Portanto, pode se estabelecer que a exposicdo ao estresse durante esse periodo de
desenvolvimento do individuo, o qual o SNC estd mais suscetivel aos estimulos ambientais,
pode desencadear multiplos efeitos sobre as fun¢des cognitivas, emocionais e comportamentais,
gue podem ser influenciados por uma série de fatores (background genético do individuo, tipo
e as condicOes da exposi¢do ao estresse, diferencas na relacdo mae-filhote apds a exposi¢do ao
ELS, as condi¢cBes em que esse individuo é exposto ao estresse na vida adulta, e 0s outros
possiveis fatores citados anteriormente). Assim, os efeitos que as adversidades no inicio da vida
podem causar, dependerdo desses contextos, podendo ocasionar um efeito deletério e
consequente aumento da vulnerabilidade ou um efeito positivo com aumento da capacidade do
individuo de se adaptar a situagdes de estresse na vida adulta com maior resiliéncia (264 — 267).

Feitas as possiveis correlacdes e observacgdes, algumas questdes ficam em aberto: 1-
Qual a idade mais vulneravel aos efeitos do ELS? 2- Os efeitos do ELS sdo reversiveis? 3- Ha
ocorréncia de mecanismos compensatorios? e 4- O cuidado materno, possivelmente mais
acentuado no grupo estressado, pode ter influenciado em uma maior resiliéncia ao estresse na
vida adulta?. Com isso, se fazem necessarios mais estudos a fim de se buscar entender cada vez

mais como e em que grau o estresse precoce é capaz de interferir na vida do individuo.

CONCLUSAO

As alteragdes comportamentais encontradas foram restritas a alteracbes no teste de
labirinto em cruz elevado em fémeas. Por sua vez, o protocolo ELS afetou de modo distinto a
anatomia e histologia encefalica em machos e fémeas. Nossos resultados sugerem que as
respostas comportamentais de longo prazo ao ELS, em camundongos, relacionadas a depressao
e ansiedade, podem ser mais significativas em fémeas e que as alteragdes morfométricas
cerebrais encontradas em machos submetidos ao ELS podem néo se traduzir em alteracoes

comportamentais analisadas pelos testes executados nessa dissertagdo, mas talvez estejam
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relacionadas a déficits em outras fungdes superiores. A vulnerabilidade do cérebro ao estresse
ambiental aumenta durante os periodos criticos de desenvolvimento, o qual estd mais suscetivel
a essas interferéncias ambientais, sejam elas positivas ou negativas. Como resultado, vivenciar
adversidades durante essas janelas de tempo pode levar a respostas fisiologicas alteradas que
se perpetuam ao longo da vida. A pesquisa neste campo usou modelos animais para entender
as relacOes causais entre ELS e fenotipos patolégicos e descobriu que roedores expostos ao
estresse durante esses periodos criticos podem apresentar um aumento da ansiedade, depresséo,
deficiéncias cognitivas e neuroanatémicas. Entretanto, alguns aspectos importantes devem ser
levados em consideracdo, como o tipo de condi¢cdo adversa que este individuo € exposto, o
timing e os aspectos especificos do sexo apds o ELS. Essas descobertas, tomadas em conjunto,
nos ajudam a esclarecer as transformacées que ocorrem no cérebro de um individuo que passou
por adversidades no inicio da vida. E dificil prever resultados e estabelecer uma relagdo de
causa e efeito, mas devemos usar a ja abundante informacéo disponivel para esclarecer padrdes,
estar atentos aos dados mais recentes de literatura cientifica e utiliza-los para definir melhores

estratégias terapéuticas e possiveis intervencdes precoces.
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PARTICIPACAO EM ARTIGOS CIENTIFICOS DURANTE O MESTRADO

1)

2)

“Contagious depression: Automatic mimicry and the mirror neuron system - A

review”, publicado no periddico “Neuroscience & Biobehavioral Reviews”, FI: 8,989,

em 27 de dezembro de 2021 (Anexo B).

“Age-related tolerance to paraquat-induced parkinsonism in Drosophila
melanogaster”, publicado no periddico “Toxicology Letters”, FI: 4,372, em 31 de
marc¢o de 2022 (Anexo C).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Empathy

Contagious depression is a theory proposing that depression can be induced or triggered by our social envi-
ronment. This theory is based on emotional contagion, the idea that affective states can be transferred during
social interaction, since humans can use emotional contagion to communicate feelings and emotions in conscious
and unconscious ways. This review presents behavioral, physiological, and neuroanatomical aspects of two
essential contagious depression mechanisms, automatic mimicry and the mirror neuron system.

1. Introduction

Emotions can spread like an infectious disease across social networks
in a phenomenon called emotional contagion, which can be defined as a
tendency to acquire affective states from our social contacts (Hatfield
et al., 1994). For instance, the probability of an individual becoming
“discontent” increases with the number of discontent contacts (Hill
et al., 2010). This indicates that the social network is a potential source
of both positive and negative emotions. Furthermore, emotional conta-
gion seems to occur mostly between family members, partners, room-
mates, close friends, or co-workers that have strong ties and frequent
contact (Bastiampillai et al., 2013; Hill et al., 2010).

It is not only emotions that seem to be contagious, complex neuro-
psychiatric conditions such as depression, anxiety, and its clinical fea-
tures such as loneliness, are also thought to spread in a similar way
(Fowler and Christakis, 2009). This theory is supported by experimental
evidence from a study demonstrating that roommates of depressed
college students became more depressed after three weeks living
together (Joiner, 1994).

Here we will discuss two important aspects of emotional contagion
that may be imperative in developing contagious depression, elucidating
the mechanisms that seem to be involved in transferring emotions,
namely automatic mimicry, and the mirror neuron system (MNS).
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Additionally, we will explore other aspects that may be involved, such as
empathic concern, the direction of contagion, and why this phenomenon
has been selected during human evolution. For this purpose, we adopted
the following main questions to guide this review: 1-How can affective
states interfere in interactions between people?; 2- Can one person’s
emotional state “infect” another’s?; 3-What mechanisms are involved in
the transmission of emotions?; 4- What determines who is the sender
and who is the receiver of emotions?

2. Sharing bad emotions: implications for major depressive
disorder

Forty-four years ago, James Coyne first described the role social
environment plays in depression (Coyne, 1976). Since first being
described in the 1970s, several studies have tested the hypothesis that
depression can be as contagious as an infectious disease (Abela et al.,
2009; Bastiampillai et al., 2013; Coyne, 1976; Karp, 2017; Kiuru et al.,
2012). Joiner (1994) investigated the possibility that negative emotions
were contagious among roommates during 3-weeks of follow-up. This
study found that, while depressive symptoms were contagious,
measured by the reliable and well-validated questionnaire for depres-
sive symptomatology — the Beck Depressive Inventory - anxiety and
negative affect showed no contagious pattern. (Joiner, 1994). Moreover,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Editor: Dr. Angela Mally Paraquat (PQ) is a widely used herbicide that can cross the dopaminergic neuronal membrane, accumulate in

mitochondria and damage complex I of the electron transport chain, leading to neuronal death. In Drosophila

Keywords: melanogaster, PQ exposure leads to the development of parkinsonism and is a classical model for studying Pai-
Paraquat kinson’s Disease (PD). Muscle mitochondrial dysfunction, affecting survival and locomotion, is described in
Drosophila melanogaster familial PD in D. melanogaster mutants. However, no study has shown the effects of PQ-induced parkinsonism in
gixinson's e D. melanogaster regarding muscle ultrastructure and locomotor behavior at different ages. Thus, we evaluated
Mitochondtia swrvival, locomotion, and morphological parameters of mitochondria and myofibrils using transmission electron

microscopy in 2 and 15-day-old D. melanogaster, treated with different PQ doses: control, 10, 50, 100, 150, and
200 mM. PQ100mM presented 100% lethality in 15-day-old D. melanogaster, while in 2-day-old animals
PQ150mM produced 20% lethality. Bradykinesia was only observed in 15-day-old D. melanogaster treated with
PQ10 mM and PQ50 mM. However, these results are unlikely to be associated with changes to morphology.
Taken together, our data indicate pathophysiological differences between PQ-induced parkinsonism and familial
parkinsonism in D. melanogaster (resultant from gene mutations), demonstrating for the first time a differential
susceptibility to PQ in two developmental stages.

1. Introduction et al., 2017).

Motor deficits and severe muscle integrity disruption, mainly in

Paraquat (1,1’-dimethyl-4,4"-bipyridinium dichloride) (PQ) is a
broad-spectrum herbicide applied against annual or perennial weeds
affecting cotton, cocoa, soybean, rice, and other crops, which is widely
used in more than 100 countries (Rashidipour et al., 2019). Although
safe for soil microorganisms and plant roots, when used for extensive
periods it is highly toxic for humans and the environment (Frimpong
et al., 2018), thus, PQ has been banned in several countries and regions,
including South Korea and the European Union (Cha et al., 2016; Bang

myofibrils and mitochondria of indirect flight muscles (IFMs) (Fig. 1),
were found in familial Parkinson’s disease (PD) in Drosophila (Pesah,
2004; Yang et al., 2006; Greene et al., 2003; Klein et al., 2014; Si et al.,
2019). This reduction in mitochondrial function promoted by PD is also
observed in rodents, since, in transgenic mice, a-synuclein over-
expression impairs mitochondrial function (Song et al., 2004; Martin,
2006).

In addition to the numerous cases of PQ poisoning that have been
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