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RESUMO

BARROCA, Nayara Cobra Barreiro. Estresse pds-traumatico experimental: Influéncia
do estresse precoce e caracterizacao de circuitos neuronais. 2020. Dissertacdo (Mestrado
em Neurologia/Neurociéncias) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2020.

Situacdes estressantes no inicio da vida (ELS), como abuso fisico, sexual e
emocional ou negligéncia, estdo associadas a um maior risco de desenvolvimento de
psicopatologias na vida adulta, como por exemplo, o transtorno de estresse pos-traumatico
(TEPT), um transtorno desencadeado por um evento traumético, notavelmente
caracterizado por sintomas relacionados a revivéncias do trauma, respostas de evitacdo e de
hipervigilancia. Os sintomas do TEPT refletem mudancas induzidas pelo estresse nos
sistemas neurobioldgicos e adaptacdo inadequada desses sistemas a exposi¢ao a estressores
intensos, havendo fatores que contribuem para a vulnerabilidade ou resiliéncia individual
ao transtorno. O objetivo foi avaliar os efeitos de um modelo de ELS no padrdo de cuidado
maternal e suas consequéncias na dindmica de ativacdo hipocampal por proteinas
relacionadas a plasticidade sinaptica (Egrl, Arc e c-Fos) e na atividade eletrofisioldgica,
durante as primeiras trés semanas de desenvolvimento, bem como as consequéncias
comportamentais e circuitos neuronais ativados ap6s um segundo estressor agudo na vida
adulta, em modelo experimental de TEPT baseado no paradigma de confroto com predador.
Identificamos alteracGes no padréo de cuidados materno, notavelmente uma maior taxa de
entropia para o grupo ELS, uma maior amplitude de registros de correntes excitatorias
(mEPSCs) em fatias hipocampais no P9 ELS, bem como densidade reduzida de células
dVenus+ e c-Fos+ em P21 ELS. Além disso, pudemos observar uma diferenca qualitativa
no padrdo de ativacdo e distribuicdo de células positivas para dVenus, Egrl, Arc e c-Fos,
independentemente do protocolo ELS, uma indicagdo de mudangas no desenvolvimento.
Destacam-se, ainda, algumas diferencas comportamentais diante de exposi¢cdo ao predador
entre grupos ELS e CTRL no modelo comportamental tipo-TEPT, como alteracdes nas
respostas de fuga para machos e tempo de permanéncia em areas protegidas para fémeas,
além de aumento na densidade de células c-Fos+ no PVN de animais ELS que foram
expostos ao trauma.

Palavras-chave: Estresse precoce; transtorno do estresse pos-traumatico; comportamento

materno; Egrl; Arc; c-Fos, plasticidade sinaptica, circuitos neuronais.



ABSTRACT

BARROCA, N. C. B. Experimental posttraumatic stress disorder: the influence of early
life stress and characterization of neural circuits. 2020. Dissertacdo (Mestrado em
Neurologia/Neurociéncias) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Early life stress (ELS) situations such as physical, sexual and emotional abuse or neglect are
associated with a higher risk of developing psychopathology in adulthood, such as
posttraumatic stress disorder (PTSD), triggered by a traumatic event, notably characterized
by symptoms related to trauma releif, avoidance and hypervigilance responses. PTSD
symptoms reflect stress-induced changes in neurobiological systems and their inadequate
adaptation to exposure to intense stressors, with factors contributing to individual
vulnerability or resilience to the disorder. The aim of this study was to evaluate the effects of
an ELS protocol on maternal care pattern and its consequences on the dynamics of
hippocampal activation by proteins related to synaptic plasticity (Egrl, Arc and c-Fos) and
in the electrophysiological hippocampal activity/currents (mEPSCs) from P9 to P21, as well
as the behavioral consequences and activation of neuronal circuits after a second acute
stressor in adulthood, in an experimental PTSD model based on the predator confrontation
paradigm. We identified changes in maternal care pattern, notably a higher entropy rate for
ELS group, a greater amplitude of mEPSC recordings in P9 ELS, as well as reduced
dVenus+ and c-Fos+ cell density in ELS P21. Furthermore, we could observe a qualitative
difference in the pattern of activation and distribution of Egrl, Arc and c-Fos positive cells,
regardless of the ELS protocol, an indication of developmental changes. We highlight some
behavioral differences after exposure to predators between ELS and CTRL groups in the
PTSD-like model, such as alterations in escape responses for ELS males and time spent in
the burrow for ELS females, as well as an increase in the density of c-Fos+ cells in the PVN
of ELS animals that were exposed to trauma.

Keywords: Early life stress; posttraumatic stress disorder; maternal behavior; Egrl; Arc; c-

Fos, synaptic plasticity, neural circuits.
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1. INTRODUCAO

1.1. Resposta ao estresse e estresse na vida precoce

A resposta ao estresse resulta de um sistema altamente coordenado, complexo e
evolutivamente conservado nas espécies, sendo crucial para a sobrevivéncia e adaptacdo
de individuos em um ambiente dindmico e resulta da habilidade de alterar de forma rapida
e duradoura a atividade neuronal e, consequentemente, a fisiologia, 0 comportamento e a
cognicdo em resposta a estressores (JOELS; BARAM, 2009; DASKALAKIS; YEHUDA;
DIAMOND, 2013; LUCASSEN et al., 2014). Diferentes moléculas mediadoras, como
hormdnios e neurotransmissores, interagem promovendo uma resposta adequada a
estressores, 0s quais podem ser entendidos como eventos que podem levar a riscos reais
ou potenciais & homeostase dos individuos, especialmente durante situagdes imprevisiveis
e incontrolaveis (MCEWEN, 2003; DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; JOELS et
al., 2007; JOELS; BARAM, 2009; LUCASSEN et al., 2014).

A resposta ao estresse & principalmente desencadeada pelo eixo hipotdlamo-
hipo6fise-adrenal (HHA), o qual consiste no nicleo paraventricular do hipotalamo, na parte
anterior da glandula hipofise e no cortex da glandula adrenal, e é modulado pelo ritmo
circadiano (DE KLOET; SARABDJITSINGH, 2008). Ap6s exposi¢do a um estressor, 0
nacleo paraventricular do hipotdlamo € ativado e secreta o hormonio liberador de
corticotrofina (CRH), o qual estimula a hipofise anterior a liberar o horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), que através da circulacdo atinge o cdértex (camada
fasciculada) das gléandulas adrenais e estimula a sintese e a liberagéo dos glicocorticoides
(PALMA-GUDIEL et al., 2015). Os produtos finais da ativacdo do eixo HHA, o0s

glicocorticoides (corticosterona em roedores e cortisol em primatas), fazem mediacdo da
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resposta ao estresse e promovem feedback negativo, bloqueando a resposta ao estresse na
auséncia do estressor (VAN VOORHEES; SCARPA, 2004; JOELS; BARAM, 2009).

A experiéncia do estresse pode ocorrer a qualquer momento ao longo da vida, do
periodo pré-natal ao envelhecimento. Em seres humanos, a vida precoce corresponde ao
periodo que vai desde a fecundacdo ao comeco da adolescéncia, e representa um periodo
em que a presenca dos pais ou cuidadores € muito importante para que as criangas
aprendam a responder a estressores de maneira fisica e emocionalmente saudavel (LADD
et al.,, 1999). Assim, embora determinado nivel de estresse seja normal e um processo
fundamentalmente adaptativo, e exerca papel no desenvolvimento de habilidades
necessarias para lidar e se adaptar a situacfes novas e potencialmente ameacadoras
(JOELS; BARAM, 2009; LUCASSEN et al., 2014; OSORIO et al., 2017), a ativacio
repetida ou intensa de sistemas responsivos ao estresse, em particular durante a vida
precoce, pode produzir efeitos prejudiciais no cérebro e no comportamento (DE KLOET;

JOELS; HOLSBOER, 2005; DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013).

1.2. Alteraces funcionais e de desenvolvimento resultantes do estresse na vida precoce

Em periodos perinatais, 0 ambiente exerce um impacto critico na maturacdo da
estrutura e funcdo do cérebro, e anormalidades estruturais relacionadas a experiéncia de
estresse precoce (early life stress, ELS) sdo encontradas principalmente em regifes
cerebrais envolvidas no controle e na mediacdo emocionais (LUPIEN et al., 2009; BOCK
et al., 2014; CURLEY; CHAMPAGNE, 2016), as quais completam seu desenvolvimento
em periodos diferentes. O hipotdlamo e a hipdfise, por exemplo, desenvolvem-se,
sobretudo, durante a fase pré-natal, enquanto a glandula adrenal, embora também inicie o

seu desenvolvimento nesse mesmo periodo, ainda necessita de algum tempo ap6s o
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nascimento até que esteja totalmente desenvolvida (10 a 20 anos em seres humanos e por
volta de 35 dias em ratos) (NICOLAS, 2013). Além disso, o hipocampo, que é um
importante fator de interacdo com o eixo HHA, tem o desenvolvimento completo a partir
do primeiro até em torno do vigésimo segundo dia pos-natal em ratos, enquanto, em
primatas, isso se d& durante os primeiros anos de vida (AMARAL; DENT, 1981; KUMAR
et al., 2011; LOI et al., 2014; CHEN; BARAM, 2016; DERKS et al., 2017), estando
portanto, suscetivel a influéncias externas ocorridas durante esse periodo (CHEN;
BARAM, 2016; DERKS et al., 2017).

O ELS parece associado com a alteracdo morfoldgica de neur6nios e a transmissao
sinaptica em diferentes regiGes do cérebro (OOMEN et al., 2010, 2011). Alguns estudos
demonstraram efeitos especificos do ELS no hipocampo, como aqueles que levam a
alteracbes na potencializacdo de longa duragéo (long-term potentiation, LTP), importante
processo subjacente a formacdo de memdria, no giro dentado e no Corno de Ammon
hipocampal especificamente na camada CAl (DERKS et al., 2017). Também foi observado
que o ELS reduz a proporc¢do de correntes pos-sinapticas excitatorias (EPSC) dependentes de
NMDA/AMPA nos neurénios CAl do hipocampo, mas sem alteracbes persistentes na
arquitetura dendritica dessas areas (PILLAI et al., 2018). Além disso, o cuidado materno
pode afetar as respostas ao estresse, especialmente aquelas associadas ao aprendizado e a
memoria, relacionadas a alteragfes na plasticidade sinaptica do hipocampo. Assim, tanto a
plasticidade estrutural quanto a funcional podem ser prejudicadas por ELS (LIU et al., 2000;
CHAMPAGNE et al., 2008; LOIl et al., 2017).

Ha crescentes evidéncias advindas de estudos com roedores que examinam o impacto
de um ambiente estressante em genes e na sintese de proteinas associadas a plasticidade

sinaptica, mas a implicacdo funcional da regulacdo induzida por estresse permanece incerta.



22
A magnitude e a direcdo das alteragdes observadas parecem depender do tipo e gravidade do
estressor, idade e sexo do animal durante a exposicdo ao estresse (GROGER et al., 2014).
Genes de expressao imediata (immediate early genes — IEG), os quais podem ser ativados e
transcritos rapidamente e que séo estimulados por sinais extrinsecos e intrinsecos as células,
como de Early growth response 1 (Egrl), Activity-regulated cytoskeleton-associated
protein (Arc) e o proto-oncogene c-Fos sdo particularmente importantes, devido ao seu
envolvimento em processos subjacentes a atividade neuronal (GOUTY-COLOMER et al.,
2016; DUCLOT; KABBAJ, 2017). Esses IEG sdo regulados de maneira rapida e seletiva em
neurbnios de regibes cerebrais especificas, como aquelas associadas ao aprendizado e a

formacdo da memoria (Minatohara et al. 2016).

1.3. Consequéncias do ELS na vida adulta

Consequéncias na vida adulta decorrentes do ELS podem estar relacionadas a
situacBes de perda parental, separacdo dos pais, doencas, violéncia familiar, negligéncia,
abuso fisico, sexual ou emocional (ADVANI; HENSLER; KOEK, 2007; BAES et al.,
2012). Ainda, parece haver uma associacdo entre os diferentes subtipos de estressores
experienciados durante a infancia e o desenvolvimento, persisténcia e gravidade da
psicopatologia em adultos (CARR et al., 2013; CHABY; ZHANG; LIBERZON, 2017).
Uma explicacdo para as consequéncias futuras do estresse experienciado na infancia seria
a ativacdo alterada do sistema de resposta ao estresse, decorrente de mudancas
permanentes no desenvolvimento do eixo HHA (LADD et al., 1999; HEIM et al., 2000;
VAN VOORHEES; SCARPA, 2004; DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; JOELS et
al., 2007). Dessa forma, uma vez que o eixo HHA tenha sido superativado durante os

processos de desenvolvimento, este ficaria permanentemente instavel, vulneravel ou
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disfuncional (ANISMAN et al., 1998; JOCA; PADOVAN,; GUIMARAES, 2003; LUPIEN
et al., 2009; FARAVELLI et al., 2010; LUCASSEN et al., 2014). Assim, séo crescentes
as evidéncias que suportam a ideia de que a exposi¢cdo precoce a um ambiente adverso
pode ser um elemento subjacente a vulnerabilidade a psicopatologias na vida adulta como,
por exemplo, a depressdo, distlrbios de ansiedade, abuso de drogas e transtorno de
estresse poés-traumatico (TEPT) (LADD et al.,, 1999; HEIM et al.,, 2000; COHEN;
BROWN; SMAILE, 2001; HEIM; NEMEROFF, 2001; FARAVELLI et al., 2010;

YEHUDA et al., 2010; BAES et al., 2012).

1.4. O transtorno de estresse pos-traumatico

Enquanto a maioria dos individuos € capaz de lidar com o estressor e manter ou
recuperar a homeostase, uma pequena, mas significante, porcao dos individuos falha em
recuperar-se e exibe comportamentos e respostas fisioldgicas prolongados e anormais as
experiéncias traumaticas, como manifestado na sintomatologia do TEPT (HEIM,;
NEMEROFF, 2009; SHERIN; NEMEROFF, 2011). O TEPT € um disturbio psiquiatrico
cronico e altamente debilitante (RYAN et al., 2016), caracterizado por uma reacao
anormal a uma adversidade intensa e que, por definicdo, esta relacionada com a ocorréncia
de um evento traumético (YEHUDA; ANTELMAN, 1993; GRAEFF, 2003; HEIM,;
NEMEROFF, 2009) ou a exposi¢des multiplas/croénicas ao longo do tempo (RYAN et al.,
2016), e se desenvolve em aproximadamente 7-10% da populacdo ap6s um trauma
(KESSLER et al., 2005; FRAGKAKI; THOMAES; SIUBRANDIJ, 2016).

O TEPT é uma psicopatologia muito heterogénea, podendo se manifestar de
diferentes formas, mas apresentando como sintomas centrais as experiéncias repetidas do

evento traumaético (flash-backs), comportamento de evitacdo, alteracBes cognitivas
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negativas e excitabilidade aumentada (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2014), além de acentuados niveis de ansiedade generalizada e medo (KACZKURKIN et
al., 2017). A revivéncia das experiéncias traumaticas se da por lembrancas intrusivas e
persistentes e pesadelos, aos quais seguem-se sentimentos de angustia; a evitacdo é o
esforco despendido em evitar pensamentos, sentimentos e contextos associados ao trauma,
mesmo atividades ou pessoas; a excitabilidade aumentada inclui insonia, irritabilidade,
dificuldade de concentracdo e hipervigilancia (RUIZ et al., 2007).

Na quinta edicdo do Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-
V) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014), o TEPT foi removido da
classe de transtornos de ansiedade e categorizado em uma nova classe: “transtornos
relacionados a trauma e estresse”, que requer exposicdo a um evento traumatico ou
estressante como critério diagnostico. O significante contraste entre a incidéncia de trauma
durante a vida (40-70%) e a prevaléncia (7-10%) para desenvolvimento de TEPT d&
suporte a importancia de se identificarem mecanismos subjacentes a vulnerabilidade ao
estresse (BORGHANS; HOMBERG, 2015; FRAGKAKI; THOMAES; SIJBRANDIJ,
2016). O nimero de individuos diagnosticados com TEPT é crescente, mas ndao ha até o
momento tratamento farmacol6gico especifico para essa condicdo, de forma que
antidepressivos ou antipsicoticos sdo prescritos para a maioria dos pacientes na tentativa
de tratar os seus sintomas (CORRAL-FRIAS et al., 2013).

Os sintomas do TEPT parecem refletir mudancgas induzidas pelo estresse nos
sistemas neurobioldgicos e adaptacdo inadequada desses sistemas a exposicdo a
estressores severos (HEIM; NEMEROFF, 2009). Os sistemas neurobiologicos que tém
sido implicados na fisiopatologia do TEPT incluem o eixo HHA, bem como varios

neurotransmissores (norepinefrina, dopamina, serotonina, GABA, opioides enddgenos,
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etc.) e neuromoduladores (endocanabionoides) que compreendem circuitos encefalicos
que regulam respostas ao estresse e ao medo, incluindo o cortex “pré-frontal”, o
hipocampo, o complexo amigdaloide e os nulcleos do tronco encefélico (NEWPORT;
NEMEROFF, 2000; RUIZ et al., 2007; HEIM; NEMEROFF, 2009; SHERIN;
NEMEROFF, 2011), e a regido anterior do cortex do giro do cingulo (BORGHANS;
HOMBERG, 2015). Além disso, atualmente, avancos na biologia molecular do TEPT
trazem a relevancia de uma variedade de mecanismos, incluindo os genéticos e
epigenéticos, que parecem relacionados com as mudancas bioldgicas observadas apos a
exposicdo a eventos precoces e transtorno do estresse pés-traumético (DE KLOET;
JOELS; HOLSBOER, 2005; YEHUDA et al., 2010, 2011; SONG; GLEESON, 2018),
com numerosos loci de genes candidatos encontrados metilados diferencialmente em
individuos com TEPT (RYAN et al., 2016).

Nesse contexto, ha diversos fatores que parecem afetar as consequéncias pés-
traumaticas, contribuindo para vulnerabilidade ou resiliéncia individual ao
desenvolvimento de TEPT (HEIM; NEMEROFF, 2009; SHERIN; NEMEROFF, 2011;
BOCK et al., 2014; RYAN et al., 2016; OSORIO et al., 2017). A resiliéncia é um processo
dindmico, pelo qual um individuo pode superar de forma adaptativa um evento estressante
ou traumatico, enquanto mantém-se funcgdes fisicas e psicoldgicas relativamente normais
ao longo do tempo (OSORIO et al., 2017), estando ligada a um processo psicoldgico ativo
e a uma reorganizacao de redes encefalicas e alteracbes moleculares, que permitem que o
individuo lide com desafios ambientais (RIBONI; BELZUNG, 2017). J& a vulnerabilidade
ao estresse e provavelmente influenciada por predisposi¢cOes genéticas e caracteristicas
especificas do estressor (natureza, intensidade e duracdo) (RYAN et al., 2016), em que 0s

individuos sdo incapazes de recrutar essa reorganizacdo (RIBONI; BELZUNG, 2017).
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Experiéncias prévias claramente modulam o risco para desenvolvimento de TEPT
em resposta a um trauma. Devido a alta plasticidade e maturacdo intensa de regides
limbicas, periodos de desenvolvimento exibem significante vulnerabilidade ao estresse,
podendo levar a alteracdes profundas na estrutura e funcGes de regides encefélicas, como
reducdo do volume hipocampal, fun¢des alteradas do complexo amigdaloide e do cortex
pré-frontal, que sdo considerados fatores de risco para TEPT (HEIM; NEMEROFF, 2001;
DANNLOWSKI et al., 2012). O ELS pode também induzir alteracdes latentes no
desenvolvimento encefélico, com consequéncias funcionais que sdo apenas desencadeadas
por um estresse adicional (second hit) tardiamente (TOTH et al., 2016). O resultado da
exposicao ao estresse dependera da idade de exposicdo (CHABY; ZHANG; LIBERZON,
2017) e, consequentemente, do estado de desenvolvimento de uma determinada regiéo,
por exemplo, problemas resultantes de exposi¢cfes a adversidades no momento de
desenvolvimento do cortex frontal devem ser diferentes das que comprometeram o

desenvolvimento do hipocampo ou do complexo amigdaloide (BOCK et al., 2014).

1.5. Uso de modelos animais no estudo de psicopatologia

Ha similaridades importantes entre caracteristicas neurobiolégicas humanas e 0s
modelos animais estudados, como a resposta geral de mamiferos a qualquer elemento
estressor, que tém em comum as vias endocrina, autonémica, imunologica e
comportamental (LADD et al., 1999). Modelos animais sdo importantes no entendimento
de mecanismos subjacentes aos efeitos do ELS na prole, e tem fornecido informac6es
sobre como o estresse no inicio do desenvolvimento produz efeitos ao longo da vida sobre
0 comportamento e reatividade ao estresse em animais, e relagdo com psicopatologias

(HEIM et al.,, 2008). Muitos desses modelos tém focado nos efeitos do cuidado
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materno, na tentativa de mimetizar condi¢des em que esse cuidado estd de alguma forma
comprometido, ja que o ambiente inicial de roedores é essencialmente determinado pela
mée, que representa ndo apenas nutricdo e calor, mas informagéo inicial sobre o ambiente
futuro da prole (COUTELLIER et al., 2008). Cuidado materno prejudicado, seja devido a
separacdo materna ou a alteragcdo na frequéncia e qualidade desse cuidado, tem mostrado
provocar profundas e duradouras alterages fisioldgicas na prole (ANISMAN et al., 1998),
com efeitos comportamentais, neurolégicos e enddcrinos diferentes, dependendo da
duracdo e periodo em que ocorre (ANISMAN et al., 1998; KUMAR et al., 2011).

Embora o ELS seja um fator de risco para o desenvolvimento de disturbios como o
TEPT, os mecanismos subjacentes ndo estdo completamente elucidados (TOTH et al.,
2016). Identificar as interacOes entre mecanismos moleculares e exposi¢éo a traumas na
determinacdo do risco ao desenvolvimento de TEPT, bem como os fendtipos
neurobiolégicos subjacentes ao curso da doenca e resposta a tratamentos € uma vasta area
de estudo (HEIM; NEMEROFF, 2009). Além disso, novos estudos devem identificar
periodos sensiveis aos efeitos do estresse precoce e sua reversdo, bem como investigar a
interacdo entre fatores que levam a predisposicdo, como sexo e genes, e fatores do
desenvolvimento na determinacdo da vulnerabilidade neurobioldgica para o TEPT. Dentro
deste contexto, observa-se o0 esforco de alguns autores em investigar o impacto do ELS na
vulnerabilidade para psicopatologias na vida adulta, com especial énfase no efeito de
maus-tratos na infancia na vulnerabilidade para transtornos relacionados ao estresse
(CARR et al., 2013; STRUBER; STRUBER; ROTH, 2014), direcdo que o presente

projeto verteu-se.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

Sdo evidentes os efeitos dos maus tratos sofridos na infancia sobre a saude mental
desses individuos durante a idade adulta. Mimetizar essa situagdo num ambiente controlado
de laboratorio permite explorar substratos neurais, 0s quais sdo raramente tangenciados na
pratica clinica, e investigar as contribuicdes de experiéncias precoces adversas na
vulnerabilidade para psicopatologias durante a vida adulta, com especial énfase em

transtornos relacionados ao estresse, como o TEPT.

Hipdteses:

1) Alteracdes no comportamento materno nas primeiras fases do desenvolvimento
tornard o nascituro susceptivel a desenvolver reacbes defensivas anormais e
possivelmente exacerbadas na idade adulta, evocando-se respostas comportamentais

anormais diante de situacOes estressantes ou de perigo iminente de morte;

2) Os estressores na vida precoce levardo a alteragbes funcionais e em padrbes de
atividade neuronal relacionado a plasticidade sinaptica hipocampal a curto-prazo
(pbs estressores) e no sistema encefalico de aversdo a longo-prazo (apds exposicao

a segundo estressor na vida adulta).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar se um modelo de ELS estaria associado a
vulnerabilidade ao desenvolvimento de comportamentos relacionados ao transtorno do TEPT

em camundongos e a identificacdo dos substratos neuronais associados.

Obijetivos especificos:
1) Caracterizar o protocolo de ELS, por meio do acompanhamento do peso corporal
dos filhotes e da avaliacdo do cuidado materno durante o periodo do protocolo;
2) Avaliar os efeitos a curto prazo do ELS na plasticidade sinaptica:

a. Efeitos do protocolo ELS na expressao do gene Egrl em P9;

b. Efeitos do protocolo ELS nas correntes excitatorias pds-sinapticas em
miniatura (MEPSCs) no hipocampo dos animais de P9 e P21;

c. Caracterizacdo do padrdo de fluorescéncia dos animais Arc::dVenus em
niveis basais, apos o protocolo ELS ou em condicdo controle (CTRL), em
P9 e P21;

d. Efeitos do protocolo ELS na imunorreatividade a proteinas relacionadas a
plasticidade sinaptica (Egrl e Arc) e a ativacdo neural (c-Fos) no hipocampo
dos animais em P9 e P21.

3) Avaliar os efeitos a longo prazo do ELS:

a. Comportamentos associados aos sintomas do TEPT em animais submetidos
a adversidades na vida precoce e controles ndo estressados durante o
confronto com serpentes peconhentas na idade adulta;

b. Padrdo de ativacdo neuronal nos animais apds exposi¢do ao protocolo

experimental de TEPT (via imunoistoquimica para c-Fos).
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL6 provindos do Biotério Central
da Universidade de Sdo Paulo, Campus Ribeirdo Preto, incluindo machos e fémeas usados
para acasalamento e os filhotes nascidos. Os animais passaram por um periodo de habituacdo
ao biotério de pelo menos uma semana antes do acasamento. Para 0 acasalamento, duas
fémeas foram alojadas em conjunto com um macho por uma semana, e, entdo, 0 macho foi
removido da gaiola e a fémea alojada individualmente até o parto. As fémeas eram
verificadas diariamente quanto ao nascimento. Os filhotes nascidos foram submetidos ao
protocolo de estresse precoce do dia pos-natal (P)2 a P9 e depois mantidos até P120 quando
foram submetidos ao protocolo de estresse pds-traumatico. Apds o nascimento, a ninhada foi
mantida compreendendo a mée e 6 filhotes, até o dia do desmame.

Os animais, adultos ou filhotes ap6s o desmame, foram alojados em grupos de dois a
quatro animais do mesmo sexo por caixa (30 cm x 20 cm x 15 cm), sendo estas forradas com
maravalha e 0s animais com livre acesso a 4gua e a racdo. Os animais ficaram no Biotério de
camundongos da FMRP-USP com um programa de iluminacdo artificial com ciclo claro-
escuro 12 h x 12 h, com o inicio do periodo claro as 6 h, e temperatura de 23 £ 2°C. Todas as
caixas sdo mini-isoladoras Ventilife para camundongos (Alesco, Campinas, Brasil) e
mantidas numa estante com fluxo de ar controlado. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da FMRP-USP (Processo: 17/2017), e todos 0s
protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com o0s principios éticos em
experimentacdo animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo

Animal (CONCEA).
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Outra parte do projeto foi desenvolvida na Universidade de Amsterdd, Holanda.
Nesse caso, os experimentos foram realizados com camundongos C57BL6 e também com
camundongos transgénicos Arc::dVenus (EGUCHI; YAMAGUCHI, 2009). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com a legislacéo vigente e o Comité de Etica para
experimentacdo animal da Universidade de Amsterdd. Os animais foram mantidos em
condigBes padrdo de alojamento (12 h x 12 h ciclo claro-escuro, com o inicio do periodo
claro as 7 h, e temperatura 20 + 2 ° C, umidade 40-60%, e radio local ligada fornecendo
ruidos de fundo) e o manuseio para acasamento, alojamento e protocolo de estresse precoce
foi realizado de maneira similar a descrita anteriormente.

Além disso, foram utilizadas serpentes selvagens da espécie Bothrops moojeni
(Reptilia, Viperidae) (n=6) como estressores agudos aos camundongos na vida adulta. As
serpentes foram mantidas no Ophidiarium LNN-FMRP-USP/INeC, onde eram mantidas em
temperatura ambiente constante de 25 + 1°C e 40-70% de umidade. As serpentes eram
alimentadas em dois momentos especificos: a cada 24 h, com camundongos previamente
mortos numa cdmara de CO., e imediatamente antes do inicio de cada experiéncia, com um
animal vivo. O uso das serpentes esta autorizado pelo governo brasileiro (Comité IBAMA,
processo 3543.6986 / 2012-SP e 3543.6984 / 2012-SP) e governo do estado de Sdo Paulo

(SAMA / DeFau 15.335/ 2012, Projeto MEDUSA, processo SISBIO 41435).

4.2. Experimentos realizados ao longo da neuroprogressao

Os animais foram submetidos ao protocolo de ELS (ou situacdo controle sem
estresse) de P2 a P9. No Brasil, FMRP, ninhadas ELS e controles foram avaliadas quanto ao
cuidado materno nesse periodo e o acompanhando do peso corporal registrado. Na Holanda,

Universidade de Amsterda, os animais também foram submetidos ao mesmo protocolo de
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inducdo de ELS. Um grupo de animais foi sacrificado em P9 e outro em P21 para avali¢Oes
eletrofisiolOgicas, de expressdo génica para Egrl (somente P21) e imunoistoquimica para
Egrl, dVenus, Arc e c-Fos. Em P21, foi feito o desmame dos animais, 0S quais eram
definitivamente separados da mée e mantidos os irmdos em toda a fase de crescimento até
P120, quando foram submetidos ao estresse agudo com confronto com predador (trauma
tardio) e a andlise comportamental para TEPT. Uma semana depois, 0s animais foram
reexpostos a arena do confronto, mas dessa vez, apenas com a exdvia da serpente (espojos
resultantes da muda dos répteis, formado por celulas mortas da epiderme). Os mesmos
comportamentos foram analisados durante a reexposi¢do. Foram formados os seguintes
grupos experimentais: A) grupo ELS + trauma tardio; B) grupo ELS + auséncia de trauma
tardio; C) grupo controle + trauma tardio; D) grupo controle + auséncia de trauma tardio. Ao
final das avaliacbes comportamentais, os animais foram perfundidos, os encéfalos apds
serem congelados e cortados passaram por avaliagdo imunoistoquimica.

Um esquema do delineamento experimental unindo as duas etapas do projeto pode
ser observado na Figura 1. A descri¢cdo completa dos protocolos experimentais realizados e
dos respectivos resultados obtidos estdo apresentados a seguir.

Os resultados estdo apresentados como média + EPM e foram analisados utilizando o
software Prism GraphPad 6. Os dados foram considerados estatisticamente significativos
quando p < 0.05. Testes t de Student de amostras independentes foram realizados para
avaliar as diferencas entre ELS e CTRL. Quando a suposicdo de normalidade ndo foi
cumprida, foi realizado o teste de Mann-Whitney. A anélise de variancia (ANOVA) foi
realizada para avaliar as diferencas entre ELS e CTRL em diferentes idades, sexo, sub-
regibes do hipocampo ou exposi¢do ou ndo a trauma na vida adulta. Em caso de interacéo

significativa entre os fatores, foi realizado o teste post hoc de Sidak ’s.
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Figura 1. Delineamento experimental do projeto. A) Linha do tempo com os procedimentos realizados em cada momento da neuroprogressao, incluindo

experimentos realizados no FMRP-USP e na Universidade de Amsterdam. B) Detalhamento dos grupos experimentais.
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5. CARACTERIZACAO DO MODELO DEELS

5.1. Materiais e métodos

5.1.1. Modelo de ELS: Ninho limitado (Limmited bedding and nesting — LBN)

Foi utilizado o modelo de ninho limitado (LBN), o qual tem consistentemente
mostrado efeitos que persistem até a vida adulta, aumentando o risco para o
desenvolvimento de doencas psiquiatricas (RICE et al., 2008). As fémeas gravidas foram
monitoradas a cada 12 horas para determinacdo do dia de nascimento das ninhadas (PO).
Dois dias apds o nascimento (P2), as ninhadas foram reduzidas a 6 filhotes, incluindo ambos
0S Sexos, e pesadas para determinacao do peso corporal. Para minimizar os fatores genéticos,
filhotes de vérias ninhadas nascidos no mesmo dia foram misturados e distribuidos
aleatoriamente entre as mées, bem como entre grupo ELS ou controle. Ninhadas controles
eram colocadas em caixas convencionais e ninhadas ELS em caixas como as convencionais,
porém com menor quantidade de maravalha (1/2), com uma plataforma de aluminio com
grades com malhas de 0,9 x 0,9 cm, posicionada a 2,5 cm acima da maravalha, e 0 material
para confeccdo do ninho (lencos de papel) foi reduzido pela metade (1/2). Os animais (maes
e filhotes) foram mantidos em caixas convencionais (grupo controle) ou nessas caixas
modificadas (grupo ELS) por um periodo de 8 dias (P2-P9). No periodo de P9 até P21 os
animais foram mantidos em caixas convencionais, quando foram, entdo, separados de suas
maes e mantidos em caixas convencionais com seus irmaos de mesmo sexo até a idade dos

préximos experimentos.
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5.1.2. Avaliagdo comportamental do cuidado materno

O comportamento de cada camundonga lactante em relacdo a ninhada de filhotes foi
observado ao vivo em 4 sessfes diarias, desde P2 até P9. Cada sesséo teve 72 minutos de
duracdo e ocorreu em horarios regulares, sendo 3 sessdes durante a fase clara (8h00, 11h00 e
15h00horas) e 1 sessdo durante a fase escura (19h00) do ciclo claro-escuro. Em cada uma
das sessOes, 0 estado comportamental da mae foi registrado a cada 3 min, totalizando 25
observacOes por sessdo. Portanto, para cada mae, foi registrado um total de:

a) 100 observac@es por dia (25 observacdes por sessao x 4 sessdes diarias)

b) 200 observacOes referentes a cada sessdao contemplando os 8 dias de observacéao

(25 observacgodes por sessao x 8 dias de observacdo P2-P9).

Os dados do comportamento materno estdo expressos em % do nimero total de eventos nos

8 dias de observac@es seguindo a seguinte formula:

% comportamento = [( £ nimero de eventos do comportamento nos 8 dias de observacdo) * 100) ]

Os comportamentos avaliados (estados comportamentais) foram escolhidos de
acordo com estudos prévios que analisaram comportamento materno (CALDJI et al., 1998;
COSTA,; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013) e foram classificados em pardmetros maternais
ou ndo-maternais (COUTELLIER et al., 2008; COSTA,; VILELA; GIUSTI-PAIVA, 2013)

conforme descritos a seguir.

Nao-maternais:

A. Mae alimentando-se;
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B. Mé&e longe do ninho explorando a caixa;
C. Mée fazendo autolimpeza (self-grooming);
D. Mée longe do ninho ndo-explorando a caixa.
Maternais:
E. Mé&e em posicao passiva (costas ou lado, mas em contato com filhotes);
F. Mae lambendo/limpando os filhotes (licking/grooming);
G. Construcéo de ninho/carregando filhotes.

H. Mae sobre os filhotes (blanket) ou em cifose (arched-back/nursing posture)

5.1.3. Anélise da taxa de entropia

Em cada sess@o, os comportamentos observados foram registrados em sua ordem de
aparecimento, obtendo-se assim uma sequéncia comportamental de cada sessdo. Para cada
mée ligou-se o Ultimo comportamento de uma sessdo com o primeiro comportamento da
sessdo de mesmo horério do dia seguinte. Assim, para cada um dos horarios observados (08
h, 11 h, 15 h e 19 h) obtivemos uma longa sequéncia comportamental por mae.

A fim de determinar o grau de imprevisibilidade dos cuidados maternos nas
condicdes ELS e CTRL, a taxa de entropia da sequéncia comportamental foi calculada. Para
tanto, primeiramente, verificamos se as sequéncias comportamentais de cada mae se
ajustavam ao modelo Markoviano (Cadeias de Markov) (KEMENY; SNELL, 1976;
TEJADA et al., 2010) aplicando o teste de chi quadrado por meio do pacote MarkovChain
no software R (versdo x64.3.5.1), onde valores de p > 0.05 indicam que a sequéncia se ajusta
ao modelo. Cadeias de Markov sdo utilizadas na descricdo e modelagem sequencial de
comportamentos animais em diferentes condicOes e descreve um comportamento assumindo

que seus estados pertencem a um conjunto discreto de estados (TEJADA et al., 2010). Uma
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vez demonstrado que as sequéncias seguiam padrdo Markoviano, utilizamos o pacote MCTM
(Markov Chain Transition Matrix) do R para construir uma matriz de transicdo dos estados
comportamentais e o pacote ccber (Cote Center Behavioral Entropy Rate) do R para
determinar a taxa de entropia da sequéncia comportamental de cada mae. Apds de estimadas
as entropias de cada mde, prosseguiu-se com a analise estatistica convencional com as
médias das taxas de entropia de cada grupo.

5.1.4. Avaliacdo do ganho de peso da ninhada

Na FMRP, os filhotes e mées utilizados na avaliagdo do comportamento materno
tiverem seus pesos corporais registrados nos dias P2 (inicio do protocolo); P10 (apds final do
protocolo); P15 (poucos dias ap6s o protocolo e dia de limpeza das caixas) e P21 (dia do
desmame). Na Universidade de Amsterdam, os filhotes e mées tiveram seus pesos corporais
registrados nos dias P2 (inicio do protocolo), P9 (dia do encerramento do protocolo) e P21

(dia do desmame).

5.2. Resultados

5.2.1. Cuidado materno

A Figura 2 apresenta os resultados referentes a porcentagem do numero total de
comportamentos observados por sessdo durante os 8 dias de observacdo dos comportamentos
(total = 200) para os grupos ELS e CTRL.

Em relacdo a categoria de comportamentos ndo-maternais, tivemos que para (A) Mae
alimentando-se, o teste de Mann-Whitney revelou menor porcentagem do comportamento
para mées em condicOes de ELS em comparagdo com CTRL, apenas na fase escura do ciclo
(&8s 19h00). N&o foram observadas diferencas nos demais periodos observados. Para o

comportamento (B) Mé&e longe do ninho explorando a caixa, ndo houve diferenca entre os
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grupos em nenhum dos periodos de observacdo. Por outro lado, quando considerado (D)
Mée longe do ninho ndo-explorando a caixa, foi revelado efeito significativo do ELS em
reduzir esse comportamento em todos os periodos observados. Para o comportamento (C)
Mée fazendo autolimpeza observou-se um aumento do comportamento para mées ELS as
11h, bem como as 15h, mas sem diferencas no primeiro (8 h) e dltimo horério (19 h) de
observacoes.
Ja em relacdo comportamentos maternais, para (E) Mée em posicdo passiva, ndo
houve diferenca entre os grupos em nenhum dos periodos observados. Para o
comportamento (F) Mée lambendo/limpando os filhotes, o teste de Mann-Whitney revelou
aumento do comportamento para mées em condigfes de ELS em comparagdo com CTRL no
periodo das 15 h, mas ndo para os demais periodos. O comportamento (G) Construgdo de
ninho/carregando filhote foi maior para as maes ELS em todos os periodos analisados. Por
fim, para o comportamento (H) Méae sobre os filhotes ou em cifose, o teste de Mann-Whitney
revelou uma reducdo do comportamento para mées em condi¢des de ELS em comparagéo
com CTRL apenas as 11 h, ndo havendo diferengas significativas nos outros periodos
observados.
Os dados referentes as porcentagens de cada comportamento em cada uma das

sessoOes e os referentes valores de p estdo disponiveis na Tabela 1.
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Figura 2. Porcentagem do total de ocorréncias dos comportamentos ndo-maternais A) mae

alimentando-se, B) mée longe do ninho explorando a caixa C) mée fazendo auto-limpeza, D) mée

longe do ninho ndo-explorando a caixa; e comportamentos maternais E) mée em posicéo passiva, F)

mae lambendo/limpando filhotes (licking/grooming), (G) construcdo de ninho/carregando filhotes

(H) blanket + cifose, somando-se os 8 dias de observacfes para cada uma das 4 sessdes diarias, para
grupos ELS (n=13) e CTRL (n=12). * p < 0.05 diferente de CTRL na mesma sessdo; # p < 0.05
diferente do proprio grupo as 8h; % p < 0.05 diferente do préprio grupo as 19h.
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Tabela 1. Média da porcentagem do total de eventos (%) = EPM para todos os comportamentos

maternais € ndo maternais avaliados de P2 a P9.

Media £ EPM

CTRL ELS Estatistica
Comportamento 08h
A 15.08 +£2.93 19.08 +2.69 p>0.05
B 18.21 £2.66 1481 £1.33 p>0.05
C 4.75 +£0.30 6.07 £0.75 p>0.05
D 4.25 +0.87 0.38 +0.12 p < 0.0005
E 2.16 £0.88 1.46 +1.41 p>0.05
F 5.16 £0.92 4.69 +0.65 p>0.05
G 7.25 +0.57 13.96 + 0.73 p < 0.0001
H 4421 +4.48 39.54 +3.42 p>0.05
Comportamento 11h
A 12.29+£1.41 14.31 £1.02 p>0.05
B 8.62 +0.96 8.42 +1.09 p>0.05
C 3.16 £ 0.51 6.50 £ 0.73 p <0.001
D 3.41+0.68 0.07 £ 0.07 p < 0.0001
E 1.41+0.78 1.19+0.41 p>0.05
F 3.75+0.81 526 +0.71 p>0.05
G 4.41 + 0.66 10.81 + 0.67 p < 0.0001
H 62.83 +2.74 53.50 £ 2.10 p < 0.0001
Comportamento 15h
A 14.36 + 2.06 1440+ 1.81 p>0.05
B 541 +0.76 7.22+0.93 p>0.05
C 4.05+0.75 6.61 +0.74 p <0.05
D 512+1.42 0.15+0.06 p < 0.0005
E 1.85+£0.72 3.35+1.13 p>0.05
F 2.80 £ 0.60 5.14 +0.59 p < 0.0001
G 2.51+0.50 10.28 + 0.95 p < 0.0001
H 58.82 + 3.97 53.33+2.32 p>0.05
Comportamento 19h
A 43.83 £1.89 29.84 +2.38 p < 0.0001
B 14.57 £ 1.27 14.62 £1.41 p>0.05
C 527 +0.76 7.14 +1.06 p>0.05
D 10.52 +1.72 0.19 £ 0.09 p < 0.0001
E 0.16 £ 0.09 1.83+£0.72 p>0.05
F 1.29 £ 0.42 2.26 +0.59 p>0.05
G 2.17+0.48 9.64 +0.83 p < 0.0001
H 17.52 + 4.56 23.54 £ 6.37 p>0.05
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5.2.2. Taxa de entropia
O valor de p do teste de chi-quadrado para as sequéncias comportamentais de todas
as maes foi 1, o que permite afirmar que as sequéncias comportamentais para todas as
ninhadas se ajustam ao modelo Markoviano. A Figura 3 apresenta os resultados referentes as
taxas de entropia para 0s grupos ELS e CTRL em todas as sessdes observadas.
A ANOVA de duas vias revelou que efeito significativo do fator ELS (F1,23 = 29.79,
p < 0.0001) e do fator sessdo/horario de observacdo (Fsee = 19.14, p < 0.0001), bem como
interacdo entre os dois fatores (Fseo = 4.886, p < 0.001). O teste post-hoc de Sidak’s indicou
que ELS apresentou taxa de entropia significativamente maior do que o CTRL em todas
sessOes da fase clara (8 h, 11 h e 15 h), mas essa diferenca desaparece na fase escura do ciclo
(as 19 h). Adicionalmente, a taxa de entropia do grupo CTRL variou ao longo do tempo: as
taxas de entropia tanto as 8 h quando as 19 h foram significativamente maiores do que as
taxas de entropia as 11 h e as 15 h. N&o foi observada variagdo da taxa de entropia ao longo
das sessOes para 0 grupo ELS. As taxas de entropia dos dois grupos nas diferentes sessdes

estdo demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Média da taxa de entropia + EPM para todas as sessdes analisadas.

CTRLMEdIa * EPMELS Estatistica
08 h 1.41 +0.05 1.64 £0.04 p<0.01
11h 1.15+0.05 1.48 +0.04 p <0.0001
15h 1.04 £ 0.06 1.46 + 0.05 p < 0.0001
19h 1.54 +£0.04 1.59 + 0.06 p>0.05
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Figura 3. A) Taxa de entropia por Cadeias de Markov das sequéncias comportamentais somando-se
os 8 dias de observagOes para cada uma das quatro sessdes diarias, para grupos ELS (n=13) e
CTRL (n=12). * p < 0.05 diferente de CTRL na mesma sessdo; # p < 0.05 diferente do proéprio
mesmo grupo as 8 h; % p < 0.05 diferente do préprio grupo as 19 h. B) Grafos representativos
da dindmica de transigdo entre os oito comportamentos analisados para uma mée de cada grupo,
na sessdo das 8 h. Cada letra representa um dos comportamentos, conforme descrito
anteriormente. O tamanho dos nds (circulos) é proporcional a frenquéncia de ocorréncia de cada
comportamento e as arestas (setas) representam as transi¢cdes entre comportamentos (transi¢@es
duplicadas ndo mostradas). Nés azuis referen-se aos comportamentos ndo-maternais e

vermelhos, comportamentos maternais.
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5.2.3. Peso corporal
A Figura 4 apresenta os resultados referentes ao peso corporal dos filhotes em P2,
P10, P15 e P21 (camundongos C57BL6, experimentos realizados no Brasil — FMRP/USP). A
ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do ELS (F3 134 = 53.61, p < 0.0001), idade
(F3, 224 = 1027, p < 0.0001) e interacdo entre os dois fatores (Fg, 224 = 5.15, p < 0.0001). A
andlise post-hoc com o teste de Sidak revelou que os machos ELS apresentaram menor peso
corporal em P10, P15 e P21, mas sem diferencas entre 0s grupos em P2. De maneira
semelhante, para as fémeas ELS também foi identificado peso corporal menor que fémeas
CTRL em P10, P15 e P21, mas sem alteragcdo em P2.
A Figura 5 apresenta os resultados referentes ao peso corporal dos filhotes em P2, P9
e P21 (camundongos Arc::dVenus, experimentos realizados na Holanda — Universidade de
Amsterdam). A ANOVA de duas vias revelou efeito significativo do ELS (Fs 134 = 22.46, p <
0.0001), idade (F2, 134 = 1693, p < 0.001) e interacdo entre os dois fatores (Fg,134= 4.768, p <
0.001). A anélise post-hoc com o teste de Sidak revelou que os machos ELS apresentaram
menor peso corporal em P9, mas sem diferencas entre os grupos em P2 ou P21. As fémeas
ELS também apresentaram menor peso corporal em comparacdo ao grupo CTRL em P9 e
em P21 (p < 0. 0001), embora sem diferencas em P2.
A média do peso corporal (g) + EPM para cada grupo esta na Tabela 3. Os resultados

indicam que o protocolo de ELS foi eficaz na inducdo de estresse em ambas situagdes.
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Figura 4. Peso corporal (g) de camundongos C57BL6 (Brasil) A) machos e B) fémeas, CTRL e
ELS, em P2, P10, P15 e P21. * p < 0.0001 quando comparado com o CTRL. n = 15 (CTRL macho);
19 (ELS macho); 14 (CTRL fémea) e (12 ELS fémea).
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Figura 5. Peso corporal (g) de camundongos Arc::dVenus (Holanda) A) machos e B) fémeas, CTRL

e ELS, em P2, P9 e P21. * p < 0.0001 quando comparado ao controle. n = 13 (macho CTRL); 17
(macho ELS); 14 (fémea CTRL) e 9 (fémea ELS).

Tabela 3. Média do peso corporal (g) + EPM para machos e fémeas, CTRL e ELS.

Machos Fémeas
CT:\Qﬂfdla * EPII\E/ILS Estatistica CTgAfd'a * EP,:;_S Estatistica
C57BL6 - Brasil
P2 161+0.07 138+0.07 p>0.05 1.40+0.08 1.45+0.08 p >0.05
P10 519+0.14 378+0.13 p<0.0001 499+0.10 3.74+0.16 p<0.0001
P15 7.13+0.17 5.78+0.13 p<0.0001 6.99+0.16 5.83+0.17 p<0.0001
P21 886+0.25 7.05+025 p<0.0001 857+022 7.16+0.27 p<0.0001
Arc::dVenus - Holanda

P2 144+004 132+0.02 p>0.05 1.47+0.04 1.32+0.01 p>0.05
P9 467+0.16 3.70+0.16 p<0.0001 502+0.09 3.73+0.11 p<0.0001
P21 9.79+036 9.02+022 p>0.05 10.23+0.43 874+0.40 p<0.0001
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6. EFEITOS A CURTO PRAZO DO ELS NA PLASTICIDADE SINAPTICA

6.1. Materiais e métodos

6.1.1. Expressédo do gene Egrl por PCR em tempo real (QPCR)

Apbs o protocolo ELS e o desmame dos filhotes (P21), a expressao relativa do gene
Egrl foi avaliada no hipocampo de filhotes machos via amplificacdo de cDNA por PCR e
analisada usando o software de PCR em tempo real (Applied Biosystems). Os hipocampos
dos animais P9 foram dissecados. O RNA total foi extraido com o kit mini RNeasy (Qiagen),
e a concentracdo e a qualidade do RNA determinadas por espectrofotometria
(espectrofotdmetro ND-1000, NanodropTM, Wilmington, DE, EUA). Quantidades iguais de
RNA total de cada amostra foram usadas para a sintese de cDNA e 0s niveis de expressdo
relativa de mRNA foram determinados usando o kit gPCR baseado em SYBR Green
(Qiagen), com primers especificos para os genes Egrl e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), que foi usado como housekeeping gene e controle interno (as
sequéncias de primers estdo listadas na Tabela 4 e obtiveram 90-110% de eficiéncia). O
ciclo de threshold (Ct), ponto critico no qual o sinal fluorescente excede o background de
cada gene, foi determinado por qPCR, e o0s valores de expressao relativos foram calculados
usando os métodos comparativos de Ct (AACt) apds a normaliza¢do para os valores de

expressdo de GAPDH como referéncia endogena (MO et al., 2015; QIN et al., 2015).

Tabela 4. Sequéncias de primers utilizados na gPCR

Genealvo  Sequéncia forward (5°-3”) Sequéncia reverse (5°-3)
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Egrl GCATGCGTAACTTCAGTCGT GCATGCGTAACTTCAGTCGT
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6.1.2. Eletrofisiologia: correntes excitatorias pos-sinapticas em miniatura (mEPSCs)

Apbés o periodo do protocolo ELS, propriedades eletrofisiologicas foram
determinadas no tecido hipocampal de filhotes machos. Em P9 ou P21, os camundongos
foram sacrificados por decapitacdo, a fim de realizar o registro eletrofisiologico. Para a
preparacdo do tecido, os encéfalos foram removidos e colocados em liquido
cefalorraquidiano artificial gelado (aCSF) que consiste em (em mM): 118,1 NaCl, 2.5 KClI,
26.2 NaHCO3, 1 NaH2PO4, 2 CaCl2, 1 MgCI2 e 22.2 glicoses, em pH ~ 7.4, e foram
continuamente gaseados com uma mistura de 95% de O2 e 5% de CO2. Posteriormente, no
mesmo aCSF, o cérebro com a regido de interesse (hipocampo) foi seccionado em cortes
coronais de 500 pum utilizando um vibratomo (Leica Biosystem VT 1000S, Alemanha). Apos
0s cortes e um periodo de recuperacao de 20 minutos a 32 ° C, as fatias de hipocampo foram
armazenadas em uma camara de retencdo a temperatura ambiente por pelo menos 1 hora, até
o inicio dos registros (DERKS et al., 2016; KARST; JOELS, 2016; KANATSOU et al.,
2017; PILLAI et al., 2018).

Para registrar as mEPSCs, uma fatia contendo o hipocampo esquerdo foi colocada na
camara de registro e perfundida com fluxo constante de aCSF oxigenado a 32° C, contendo
picrotoxina (PTX) (100 uM) e tetrodoxina (TTX) (1 uM) para bloquear canais de sodio e
potenciais de acdo induzidos por liberacdo de glutamato. Os registros de whole cell patch
clamp foram realizadas utilizando um amplificador AXOPATCH 200B (Axon Instruments,
EUA), com eletrodos de vidro borossilicato (1,5 mm de didmetro externo, Hilgerberg,
Malsfeld, Alemanha). As micropipetas foram construidas com um extrator de micropipeta
Sutter (EUA) e sua resisténcia foi ajustada entre um intervalo de 3-6 MQ. Por microscopia, o
eletrodo foi direcionado a uma célula e, quando a resisténcia da membrana estava acima de 1

GQ, a membrana sob o eletrodo foi rompida por suc¢do. A célula foi mantida em um
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potencial de retencdo de -70 mV e os eventos foram registrados por 10 min em cada célula.
A aquisicdo dos dados foi realizada com pClamp (Clamplex) 10.5. Os eventos foram
examinados e as correntes identificadas como mEPSCs, quando o tempo de subida foi mais
rapido que o tempo de decaimento e comparadas entre os grupos experimentais (MARTIN et
al., 2009; SILVA et al., 2009; KARST; JOELS, 2016; KANATSOU et al., 2017). A
frequéncia, o tempo de decaimento e a amplitude de pico dos eventos de mEPSCs foram
determinados usando o Programa MiniAnalysis (Synaptosoft) versdo 6.0.7. O limiar de

amplitude de 5 pA foi utilizado para a deteccdo de eventos.

6.1.3. Imunoistoquimica

6.1.3.1. Preparacéo do tecido

Os camundongos foram sacrificados por decapitacdo e os encéfalos foram removidos
e pos-fixados em paraformaldeido (PFA) a 4% em tampao fosfato (0,1 M PB, pH 7,4) a 4°C
por 48 h e depois em uma solucdo tampao salina-fosfato (PBS) azida. Um dia antes do
procedimento de secc¢do, os encéfalos foram crioprotegidos em sacarose 20% em PB (0,1M,
pH 7,4) até afundarem. Se¢des de 40 um foram feitas usando um micrétomo deslizante
(Jung HN 40, Leica, Alemanha) e as fatias transferidas para solucdo anticongelante (30% de
etileno glicol, 20% de glicerol, 50% de PBS 0,05M, PB com solucdo salina a 0,9%) e

armazenado a -20° C.

6.1.3.2.  Células dVenus+ em camundongos transgénicos Arc::dVenus
Os camundongos transgénicos Arc::dVenus apresentam a proteina dVenus
fluorescente como repdrter da ativacdo prévia do promotor Arc (Eguchi & Yamaguchi, S.

2009). Para caracterizar o padrao de ativacdo basal de células dVenus+ apds o protocolo
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ELS, em comparagdo com o controle (contagem dos neurdnios dVenus+), os encéfalos de
camundongos machos e fémeas de P9 e P21 foram preparados e seccionados conforme
descrito anteriormente, e as fatias foram montadas com DAPI (Vectashield Mounting Meio

com DAPI, H-1200, Vector Laboratories Inc.) em laminas de vidro.

6.1.3.3.  Imunofluorescéncia: co-localizacdo de Arc com células dVenus+
Ap0os lavagem da solucdo anticongelante por 3 vezes de 5 min em PBS 0.1M, as fatias foram
incubadas com Fragmentos Fab por 30 min (Affinipure Fab Fragment goat anti-mouse -
Jackson ImmunoResearch, 1:200 em PBS 0.1M), uma vez que foi utilizado um anticorpo
primario de camundongo. As se¢des foram incubadas com solucdo de bloqueio (normal
donkey serum 5% em PBS 0.1 M) por 30 min e, em seguida, com 0 anticorpo primario
(Donkey anti-mouse Alexa Fluor 594 - Thermo Fisher, 1:500 em solucdo bloqueio) durante a
noite a 4 ° C. No dia seguinte, ap6s 3 lavagens de 5 min com 0.1 M de PBS, as fatias foram
incubadas com anticorpo secundario (Donkey anti-camundongo Alexa Fluor 594 - Thermo
Fisher, 1:500 em solucdo de bloqueio) por 120 min em temperatura ambiente. Apos outra
lavagem de 3 vezes de 5 min com PBS 0.1 M, as fatias foram colocadas em PB 0.01M,
montadas em laminas de vidro, e apds secas e cobertas com meio de montagem com DAPI

(Vectashield Mounting Medium com DAPI, H-1200, Vector Laboratories Inc.).

6.1.3.4.  Imunoistoquimica com DAB

Aqui, foram utilizados camundongos machos do tipo selvagem C57BL6.

6.1.3.4.1. Imuno-reatividade a Egrl
Apos lavagem da solucdo anticongelante por 3 vezes de 5 min em TBS 0.05M, as
fatias foram incubadas para blogueio da peroxidase endégena em H202 0,3% em TBS por 15

min. Depois disso, foram seguidos outras 3 lavagens de 5 min TBS 0.05M e, em seguida, as
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fatias foram incubadas com solucdo de blogueio com albumina de soro bovino (BSA) 1%
em TBS0.05M + triton a 0.1%, por 30 min. As fatias foram, entdo, incubadas com o
anticorpo primario (Rabbit anti-Egrl - Cell Signaling Technology, 15F7, 1:2000 em solucéo
de blogueio) overnight a 4 ° C. No dia seguinte, ap6s lavagem de 3 vezes de 5 min com TBS
0.05 M, as fatias foram incubadas com o anticorpo secundario (Goat anti-rabbit Bio Rad
Laboratories, 170-6515, 1:200 em solucdo de bloqueio) por 120 min em temperatura
ambiente. Seguiu-se outras 3 lavagens de 5 min com TBS 0.05 M e, entéo, as fatias foram
tratadas por 90 min com ABC-elite (Vectorstrain, rabbit 19G, PK-6101, 1:800 em TBS).
Depois disso, outra lavagem de 5 min com TBS 0.05M e outras 3 lavagens de 5 min com
0.05M TB foi seguida. Em seguida, 25 min de reacdo com DAB e mais 3 lavagens rapidas

em TBS 0.05 M e 2 lavagens de 5 min com TB 0.05 M.

6.1.3.4.2. Imuno-reatividade a Arc

Apos lavagem da solugdo anticongelante por 3 vezes de 5 min em PBS 0.1 M, as
fatias foram incubadas para bloqueio da peroxidade endégena com H2>02 a 0,3% em PBS
por 30 min. Depois disso, as fatias foram incubadas com fragmentos Fab por 30 min
(Affinipure Fab Fragment, goat anti-mice, Jackson ImmunoResearch, 1:200 em PBS 0.1 M),
uma vez foi utilizado anticorpo primario feito em camundongo. Seguiram-se 3 lavagens de 5
min PBS 0.1 M e, em seguida, as fatias foram incubadas com solugdo de bloqueio com
albumina de soro bovino (BSA) 1% em PBS 0.01M + triton a 0.1%, por 60 min. As fatias
foram, entdo, incubadas com o anticorpo primario (anti-Arc - Biotecnologia Santa Cruz de
camundongo, sc-17839, 1:500 em solucdo de bloqueio) overnight a 4 ° C. No dia seguinte,
apos 3 lavagens de 5 min com PBS 0.1 M, as fatias foram incubadas com o anticorpo

secundario (Sheep anti-mouse - GE Healthcare Life Sciences, 1:400 em solugédo de blogueio)
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por 120 min em temperatura ambiente. Apés 3 lavagens de 5 min com PBS 0.1M, as fatias
foram tratadas por 90 min com ABC-elite (Vectorstrain, rabbit 1gG, PK-6101, 1:800 em
TBS). Depois disso, seguiu-se uma lavagem de 5 min com PBS 0.1 M e outras 3 de 5 min
com PB 0.05M PB pH 7,6. Em seguida, 20 min de reacdo com DAB, 3 lavagens rapidas em

PBS 0.01M e 2 lavagens de 5 min com TB 0.05M.

6.1.3.4.3. Imuno-reatividade a c-Fos

Apbs lavagem da solucdo anticongelante por 3 vezes de 5 min em PBS 0.1 M, as
fatias foram incubadas para bloqueio da peroxidade enddgena com H,O2 a 0,3% em PBS
por 30 min. Seguiram-se 3 lavagens de 5 min PBS 0.1 M e, em seguida, as fatias foram
incubadas com solucédo de bloqueio com albumina de soro bovino (BSA) 1% em PBS 0.01M
+ triton a 0.1%, por 60 min. As fatias foram, entdo, incubadas com o anticorpo primario
(Rabbit anti-c-Fos - Santa Cruz Biotechnology, sc-52, 1:500 em solucdo de bloqueio)
overnight a 4 ° C. No dia seguinte, apds 3 lavagens de 5 min com PBS 0.1 M, as fatias foram
incubadas com o anticorpo secundéario (Goat anti-rabbit, Bio Rad Laboratories, 170-6515,
1: 400 em solucéo de blogqueio) por 120 min em temperatura ambiente. Apo6s 3 lavagens de 5
min com PBS 0.1M, as fatias foram tratadas por 90 min com ABC-elite (Vectorstrain, rabbit
IgG, PK-6101, 1:800 em TBS). Depois disso, seguiu-se uma lavagem de 5 min com PBS 0.1
M e outras 3 de 5 min com PB 0.05M PB pH 7,6. Em seguida, 20 min de reacdo com DAB,

3 lavagens rapidas em PBS 0.01M e 2 lavagens de 5 min com TB 0.05M.

6.1.3.4.4. Finalizagé@o dos procedimentos
Apdbs a conclusdo de todos os protocolos com DAB, as fatias foram montadas em
laminas de vidro e deixadas secar durante a noite. No dia seguinte, foi realizada a

desidratacdo das Iaminas em série de alcoois (2 minutos em agua, 2 minutos em alcool 50%,
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2 minutos em alcool 70%, 2 minutos em alcool 95%, 2 vezes de 2 min em alcool 100%, 2 x

5 min em Xilol) e as laminas foram cobertas com Entellan.

4.9.4.1. Andlise imunoistoquimica

Anélises quantitativas de dVenus, Arc, Egrl e c-Fos foram realizadas nas secoes
coronais do hemisfério direito do hipocampo em niveis anatdmicos correspondentes entre 0s
animais, incluindo regido anterior (entre os pontos de bregma -1.58 e -2.30) e posterior
(entre os pontos de bregma -2.92 e -3.40) do hipocampo (FRANKLIN; PAXINOS, 2007). A
quantificacdo foi realizada as cegas as condi¢cdes experimentais utilizando FIJI - ImageJ
1.52p (National Institutes of Health, USA). Anteriormente, imagens foram capturadas em
aumento 10X utilizando um microscépio Nikon Eclipse - software NIS Element verséo 4.6.

Para imunofluorescéncia (células dVenus+ e sua co-localizacdo com Arc enddgena),
as células positivas foram contadas manualmente no giro dentado (DG) do hipocampo. Para
células dVenus+, a andlise foi distinguida entre a camada infra e suprapiramidal do DG. Para
a co-localizacdo com Arc, foi contado o nimero de células dVenus+ que também eram
positivas para Arc no DG do hipocampo (anterior). A andlise foi feita em 3 a 4 fatias por
animal.

Para a coloracdo DAB, Egrl foi quantificado de forma automatica utilizando a
intensidade corrigida subtraindo-se o fundo (imagens de 8 bits com limiar fixo), na regido
CAl do hipocampo para animais P21 e no DG (anterior) de animais P9. C-Fos foi
quantificado por intensidade no DG (anterior) dos animais P9, e tanto intensidade como por
densidade de células no hipocampo dos animais P21, nas regifes anterior e posterior, e

distinguindo entre a camada infra e suprapiramidal dos DG. Arc foi quantificado



52
manualmente em todo o DG (anterior) dos animais P21, por densidade de células. A andlise
foi feita em 2 fatias por animal.

E importante destacar que tivemos algumas dificuldades técnicas ao trabalhar com
fatias de encéfalos de animais em P9, pois se trata de um tecido extremamente delicado e
fragil, levando muitas vezes a ser danificado durante o processo de imunocoloracao. Por esse
motivo, pudemos analisar apenas poucas fatias por animal, em quantidades que conferem

baixo poder as estatisticas, e, portanto, esses resultados devem ser interpretados com cautela.

6.2. Resultados

6.2.1. Expressdo génica de Egrl

O experimento foi realizado apenas para P21 (e ndo para P9 como 0s outros
pardmetros avaliados), porque esse experimento ja havia sido realizado no laboratorio,
mostrando uma expressdo reduzida de Egrl em filhotes machos P9 (dados néo
publicados). Para P21, o teste t de Student revelou expressao relativa de mMRNA de Egrl
similar entre CTRL e ELS (p > 0.05, 1.122 + 0.249 CTRL e 1.103 £ 0.07539 ELYS),

como mostra a Figura 6.
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Figura 6. Expressdo relativa do mRNA de Egrl em CTRL e ELS em P21. n =15 (CTRL); 12 (ELS).

6.2.2. Eletrofisiologia: mEPSCs

Registros da atividade em miniatura foram obtidos de um total de 55 células do DG.
A ANOVA ndo indicou diferenca para a frequéncia de eventos (F5,53 = 0.5484, p > 0.05)
entre os grupos (Figura 7A). A amplitude de mEPSCs foi aumentada nos neurdnios de ELS
em P9 (F5,53 = 5.338, p <0.001) em comparacdo com qualquer outro grupo (Figura 7B) e
um efeito da idade foi encontrado para o tempo de decaimento (F1,51 = 40.25, p <0.0001),
com P9 apresentando menor tempo de decaimento do que os grupos de P21 (Figura 7C). A

média £ EPM de cada parametro para cada grupo estdo demonstrados na Tabela 5.
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Figura 7. Parametros avaliados nos eventos de mEPSCs em animais P9 e P21. Da esquerda (cinza
claro) para a direita (preto): P9 CTRL (n = 19); P9 ELS (n = 17); P21 CTRL células dVenus - (n =
8); P21 CTRL células dVenus + (n = 4); P21 ELS células dVenus - (n = 6); P21 ELS células dVenus
+ (n=5). A) Frequéncia (Hz); B) Amplitude (pA) e ¢) Tempo de decaimento (ms). D) Exemplo de
um registro de evento de mEPSCs. * p <0.001 quando comparado a qualquer outro grupo, # p
<0.0001 efeito da idade (P9 < P21).

Tabela 5. Média £ SEM para todos os parametros avaliados nos registros dos mEPSCs, em P9 e P21.

P9 P21
Mean £+ EPM Mean + EPM
CTRL CTRL ELS ELS
CTRL ELS dVenus - dVenus + dVvenus - dVenus +
Frequency 0.28+0.06 0.33+0.07 | 0.23+0.07 0.27+0.07 0.32+0.09 0.47+0.13
Amplitude 13.89+1.06 29.75+4.90 | 11.20+3.07 1462+1.46 10.66+0.73 12.35+1.31
Decay 3.39+0.20 3.64+0.21 | 523+0.47 461+028 503+035 456+0.29
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6.2.3. Células dVenus +
A avaliagdo qualitativa indicou um padrdo diferente de ativacdo das células dVenus nos
animais P9 e P21, como podemos observado na Figura 8. Nos animais P9, ndo foram

encontradas células dVenus +, nem em CTRL ou em ELS.

Nos animais P21, foram examinadas as regides anterior e posterior do DG, bem como as
laminas infra e suprapiramidais da DG. Para a anélise quantitativa de P21, a ANOVA de
duas vias revelou que os grupos apresentaram nimero semelhante de células dVenus + por
area quando analisamos o DG total (ld&minas infra e suprapiramidais juntas), nas regides
anterior e posterior (p > 0.05) (Figura 9C e 9F). Quando dividimos a analise entre essas duas
laminas, também ndo foi encontrada diferenca na ldmina suprapiramidal (p > 0.05) (Figura
9B e 9E). No entanto, na ldmina infrapiramidal, regido posterior, foi encontrado um efeito do
ELS (F1,10 = 7.841, p < 0.05), mas nenhum efeito do sexo ou interagdo entre os dois fatores (p
> 0.05) (Figura 9D). A média da densidade de células para todos 0s grupos e regides

analisadas estd mostrada na Tabela 6.

Tabela 6. Nimero médio de células dVenus + por mm? + EPM para machos e fémeas, CTRL e ELS,

nas regides anterior e posterior do hipocampo, incluindo DG total, lamina infra e suprapiramidal.

Machos Fémeas
Média £ EPM Média £ EPM
CTRL ELS CTRL ELS

Infrapiramidal 24.77 £4.20 27.56 = 3.81 31.64 +6.83 40.02 £ 6.79
Anterior | Suprapiramidal 102.50 + 16.21 95.60 £ 6.59 106.60 + 14.46 129.60 + 18.72
Total 127.30 + 16.33 123.20 £ 9.15 138.3£20.76 169.70 + 24.42

Infrapiramidal 17.98 £3.91 6.89 + 2.50 13.30 £ 4.97 6.39 £ 3.79

Posterior | Suprapiramidal 40.85 + 10.35 41.02+6.24 44,78 + 4.42 34.73 £ 4.02

Total 58.83 £ 10.35 47,91 +6.57 58.08 £+ 3.86 41.12 +7.08
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Figura 8. dVenus. A) Fotomicrografia de 40 um de sec¢des coronais do hipocampo de camundongos
Arc::dVenus, mostrando células dVenus positivas. De cima para baixo: P9 CTRL, P9 ELS, P21
CTRL (seccéo anterior); P21 ELS (seccdo anterior); P21 CTRL (seccéo posterior) e P21 ELS (seccédo
posterior). Barras de escala representam 100 um. Representacao estereotaxica com ponto vermelho
indicando a regido observada nas imagens de microscopia estd mostrada em B) para seccOes

anteriores e em C) para secc¢des posteriores.
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Figura 9. Contagem de células dVenus +, por &rea, em filhotes P21. Na coluna esquerda, estdo os
resultados obtidos a partir da contagem em secc¢des anteriores e na coluna direita, a partir das sec¢oes
posteriores. Linhas de cima para baixo: lamina infrapiramidal do DG, lamina suprapiramidal do DG
e DG total (laminas infra + suprapiramidais). As barras de cinza claro a preto representam CTRL
masculino (n = 5 anterior e 5 posterior), CTRL feminino (n = 7 anterior e 5 posterior), ELS
masculino (n = 11 anterior e 9 posterior) e ELS feminino (n = 7 anteriores e 4 posteriores),
respectivamente. G) Representacdo dos critérios utilizados para delimitar l&minas infra e
suprapiramidais. GCL: camada de células granulares, SGZ: zona subgranular (llustracdo editada de
ALVES et al. 2017). # p < 0.05 efeito do ELS (ELS < CTRL).



6.2.4. Co-localizagdo de células Arc+ e dVenus+

A ANOVA de duas vias revelou que os grupos CTRL e ELS apresentaram
proporcao semelhante de células dVenus + que também sdo Arc + (p > 0.05, 98.21% +
1.78 machos CTRL, 92.33% + 2.47 fémeas CTRL, 92.79 + 2.63 machos ELS e 93.95 +

1.77 fémeas ELS) (Figura 10).
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Figura 10. Propor¢do de células dVenus + que também sdo Arc +, em filhotes P21. A)
Fotomicrografia de 40 um de se¢des coronais do hipocampo de camundongo Arc::dVenus com
marcacgbes para Arc. Barras de escala representam 100 um. B) Representagdo estereotaxica com
ponto vermelho indicando a regido observada nas imagens de microscopia. C) Proporcao
(porcentagem) de células dVenus + também Arc +. As barras cinza, azul, preto e leranja representam
0s grupos CTRL macho (n = 2), CTRL fémea (n = 9), ELS macho (n = 7) e ELS fémea (n = 14),

respectivamente.



59

6.2.5. Imunoreatividade a Ergl

Resultados anteriores do laboratorio quantificaram o nivel de proteina Egrl por
Westen Blotting, mostrando niveis mais altos de Egrl em animais ELS do que CTRL em
P9, mas nenhuma diferenga em P21 (dados néo publicados). A expressdo de Egrl foi
reduzida em animais P9 (dados ndo publicados), enquanto nenhuma diferenca foi
encontrada em P21 (apresentado aqui na Figura 6).

A avaliagdo qualitativa indicou um padrdo diferente de ativacdo de Egrl em
animais P9 e P21. Nos animais P9, as células positivas para Egrl sdo mais proeminentes
no DG, mas pouquissimas estdo presentes em CA1, enquanto nos animais P21 observa-
se 0 contrario, uma massa de células Egrl + em CAL e quase nenhum sinal presente no
DG (Figura 11A). Para P9, o teste T de Student revelou que CTRL e ELS apresentaram
intensidade relativa semelhante de Egrl (p > 0.05, 2.70 £ 0.31 CTRL e 3.94 + 0.31
ELS) no DG (Figura 11D). Os camundongos P21 também apresentaram intensidade
semelhante de Egrl na regido CA1 do hipocampo, independentemente do protocolo de

ELS (p > 0.05, 15.68 + 1.49 CTRL e 17.77 + 1.33 ELS) (Figura 11E).

6.2.6. Imunoreatividade a Arc

A avaliagdo qualitativa indica um padréo diferente de ativagéo de Arc nos animais P9
e P21, como demonstrado na Figura 12. Nos animais P9, ndo foram encontradas células
positivas para Arc, nem nas fatias de hipocampo CTRL nem ELS. Nos animais P21, foi
analisado separadamente fatias das regides anteriores e posteriores do DG. O teste T de
Student revelou que CTRL e ELS apresentaram numero semelhante de células Arc + por

area, tanto na regido anterior (p > 0.05, 118.70 + 29.73 CTRL e 137.90 + 28.93 ELS) quanto
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na posterior (p > 0.05, 96.15 + 22.47 CTRL e 70.37 = 7.49 ELS) (Figuras 12E e 12F,

respectivamente).
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Figura 11. Imunoistoquimicapara Egrl A) Fotomicrografia de 40 pm de segdes coronais do
hipocampo de camundongos mostrando imunorreatividade a proteina Ergl no DG de P9 CTRL (n =
8), P9 ELS (n = 4), P21 CTRL (n = 8) e P21 ELS (n = 7). Barras de escala representam 100 um.
Representacdo estereotaxica com ponto vermelho indicando a regido observada nas imagens de
microscopia estd mostrada em B) para P9 e C) para P21. D) Intensidade de Egrl no DG de P9 e H)
intensidade de Egrl na regido CAL de P21.
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Figura 12. Imunoistoquimicapara Arc. A) Fotomicrografia de segdes coronais de 40 pum do
hipocampo de camundongos mostrando imunorreatividade para proteina Arc no DG de P9 CTRL, P9
ELS, P21 CTRL (n = 8 anterior e 5 posterior) e P21 ELS (n = 6 anterior e 7 posterior). Barras de
escala representam 100 um. Representagdo estereotaxica com ponto vermelho indicando a regido
observada nas imagens microscopicas ¢ mostrada em B) para P9; C) para P21 (fatia anterior) e D)
para P21 (fatia posterior). Densidade de células Arc + em P21 est4 representado nos gréficos E) e F),

para as regides anterior e posterior, respectivamente.



62

6.2.7. Imunoreatividade a c-Fos
A avaliagdo qualitativa indicou um padréo diferente de ativagéo de c-Fos nos animais
P9 e P21, como observado na Figura 13. Nos animais P9, muitas células positivas podem ser
observadas em toda a fatia e, especialmente, uma massa de células presente no DG. Em P21,
0 sinal de c-Fos € mais fraco e uma massa de células esta mais localizada na zona
subgranular da DG, embora também possam ser observadas células individualizadas com
sinal mais intenso espalhadas pelo DG. Quantitativamente, o teste t de Student revelou que
P9 CTRL e ELS apresentaram intensidade semelhante de c-Fos (p > 0.05, 30.62 + 1.46
CTRL e 25.26 + 1.43 ELS). P21 CTRL e ELS também apresentaram nimero semelhante de
células / mm? na regido posterior, independentemente da Iamina de células DG avaliada (p >
0.05). Na regido anterior, P21 ELS apresentou menor densidade de células na lamina
suprapiramidal e no DG total em comparacdo ao CTRL, mas densidade semelhante de
células na lamina infra-pirdmide (p = 0,058) (Figura 14). A média da densidade de células

para animais P21 nas regides analisadas esta na Tabela 7

Tabela 7. Nimero médio de células c-Fos positivas / mm? + EPM para P21 CTRL e P21 ELS, nas

regibes anterior e posterior do hipocampo, incluindo lamina infra e suprapiramidal do DG e DG total.

Média £ EPM
CTRL ELS

Infrapiramidal 166.90 + 15.95 130.00 + 10.00

Anterior | Suprapiramidal  217.80 + 13.80 154.00 + 6.81
Total 380.10 +27.68  284.00 + 14.13
Infrapiramidal 98.07 £ 16.31 124.80 + 15.29

Posterior | Suprapiramidal 55.86 + 11.42 63.37 £ 9.67
Total 153.90 £+ 23.89 193.20 £ 22.05
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Figura 13. Imunoistoquimicac-Fos. A) Fotomicrografia de 40 um de se¢des coronais do hipocampo
de camundongos mostrando imunorreatividade & proteina c-Fos no DG de P9 CTRL, P9 ELS, P21
CTRL (seccéo anterior), P21 ELS (seccéo anterior), P21 CTRL (seccao posterior) e P21 ELS (sec¢édo
posterior). Barras de escala representam 100 um. Representacgdo estereotaxica com pontos vermelhos
indicando a regido observada € mostrada em B) para P9; C) para P21 (fatia anterior) e D) para P21

(fatia posterior).
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Figura 14. Quantificacdo de c-Fos. Na coluna da esquerda, resultados da quantificagéo realizada nas

fatias anteriores e na colunas direita, nas fatias posteriores. Linhas de cima para baixo: intensidade c-
Fos em P9, densidade de células c-Fos+ na lamina infrapiramidal do DG em P21, na lamina
suprapiramidal do DG em P21 e DG total em P21. n = 6 (P9 CTRL), 3 (P9 ELS), 8 (P21 CTRL
anterior), 10 (P21 CTRL anterior), 7 (P21 CTRL posterior), 9 (P21 CTRL posterior), 9 (P21 ELS
posterior). * p <0.01 diferente de CTRL.
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7. EFEITOS A LONGO PRAZO DO ELS EM MODELO EXPERIMENTAL DE

TEPT

7.1. Materiais e métodos

7.1.1. Trauma na vida adulta com exposicéo a predador: modelo de TEPT

Os camundongos foram habituados, durante dois dias, em uma arena acrilica
quadrangular/poligonal transparente (154 x 72 x 64 cm) com acesso livre a alimentos e gua.
O piso da arena quadrangular é de acrilico transparente, disposto sobre uma plataforma de
aco inoxidavel, e é dividido por linhas vermelhas (4.2 mm de largura) em 20 retangulos
iguais. O aparato foi colocado sobre uma superficie de granito (2 x 85 x 170 cm), elevada a
83 cm do chdo do laboratério. Uma caixa de abrigo (“toca”) (26,5 x 17,5 x 12.5 cm), com
paredes de acrilico preto foi posicionada em um canto da arena poligonal. A toca possui uma
entrada circular com um diametro de 4 cm, permitindo que os roedores entrem e saiam da
mesma. Além disso, duas plataformas de escape feita de acrilico cristal com pequenos
degraus de acesso foram dispostas uma ao lado da caixa abrigo, e outra na parede lateral da
arena (ALMADA et al., 2015; ALMADA; COIMBRA, 2015).

No dia seguinte a habituacdo, os camundongos foram expostos individualmente,
durante 5 min, a arena poligonal contendo a serpente, sem qualquer barreira que impedisse 0
contato direto com o predador. Os animais do grupo controle ndo foram confrontados com o
predador. Durante a exposi¢cdo a arena, foi realizada filmagem para posterior analise
comportamental. Apds uma semana, os camundongos foram reexpostos durante 5 min
(ALMADA et al., 2015; COIMBRA et al., 2017a, 2017b) a arena, mas dessa vez contendo
apenas a exulvia resultante da ecdise da serpente, de forma a se avaliar a perduragdo do

comportamento (resisténcia a extin¢cdo), bem como a capacidade de estimulos que
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relembrem o "trauma" (no caso, a exuvia e o proprio contexto da arena) em evocar
comportamentos tipo-TEPT. Reexposi¢cOes também foram igualmente filmadas (cAmera
Sony Handycam, HDRSR10). Os videos foram assistidos para avaliagdo comportamental,
mensurada com o programa X-Plo-Rat 2005 (verséo beta 1.0.1). As andlises foram sempre
realizadas de forma cega (sem o pesquisador saber a qual grupo pertencia cada animal
observado). Um esquema da organizacdo da arena e posicionamento dos animais e objetos
na mesma esta demonstrado na Figura 15.

A arena poligonal com uma toca consiste em um modelo projetado inicialmente pelo
Prof. Norberto C. Coimbra (COIMBRA et al.,, 2017a, 2017b) para estudar respostas
comportamentais do tipo panico exibidas por pequenos roedores na presenca de serpentes
selvagens, além de ser um modelo adequado para classificar claramente as respostas de fuga
ndo-orientadas (explosivas) e orientadas (ALMADA; COIMBRA, 2015; ULLAH et al.,

2015; BIAGIONI et al., 2016).

|
D | |
$ A >

Figura 15. Esquema representativo da arena poligonal para serpentes e disposicdo inicial dos
animais e dos objetos: A- Escadas, B- toca, C- serpente ou exuvia resultante da ecdise do ofidio, D-

camundongo e E- filmadora para registro dos comportamentos.
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Durante o confronto direto ou reexposi¢do a arena, foram analisadas os seguintes
comportamentos considerados representativos dos comportamentos de defesa (URIBE-
MARIO et al., 2012; TWARDOWSCHY et al., 2013; ALMADA et al., 2015; ALMADA;

COIMBRA, 2015; COIMBRA et al., 2017b):

A. Respostas de avaliagcdo de risco (risk assessment), caracterizadas por: a) strech attend
posture: postura exploratdria temerosa, na qual o corpo € esticado para a frente, mas as patas
traseiras do animal permanecem em posicéo, seguido de retracdo para a posigéo original; b)
flat back approach: movimento de aproximacdo cautelosa, e estiramento do corpo; c)
atencdo defensiva: interrupcdo do comportamento em curso por menos de 6 segundos,

geralmente seguido por farejo do ar circundante e escaneamento do ambiente experimental;

B. Imobilidade defensiva ou “freezing”: auséncia de movimentos, com excegdo dos

relacionados com a respiracdo, durante pelo menos 6 segundos;

C. Fuga, composta por: a) fuga orientada: respostas de fuga (corridas e saltos verticais)
direcionadas para as plataformas de abrigo e/ou toca, sempre em direcdo oposta aquela
ocupada pelo predador; b) fuga ndo orientada ou “explosiva”: Respostas de fuga (corrida e
saltos horizontais) direcionadas para o predador ou ndo direcionadas para areas de abrigo, as
vezes com choques com as amuradas; c) fuga total: soma da frequéncia de escapes
orientados e ndo orientados, ou seja, correndo ou saltando em direcdo as escadas ou toca ou

outras direcdes sem areas protegidas, apds observarem ou se aproximarem da serpente;
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D. Interacdo com a serpente ou com a exUvia: contato corporal ou grande aproximacdo da

serpente ou da exdvia, geralmente acompanhado de farejos.

E. Presenca nas zonas protegidas: abrigo nas plataformas (escadas) e toca;

Para cada um dos comportamentos, calculou-se a porcentagem do tempo total que foi
expendido no comportamento, bem como o indice comportamental (behavioral index, Bl),
que é a frequéncia de eventos corrigida descontando-se o tempo que o animal permaneceu

em areas protegidas, conforme a formula abaixo:

Bl = (100 * namero de ocorréncias do comportamento) / tempo fora da toca

7.1.2. Esfregaco vaginal (determinacéo da fase do ciclo estral das fémeas)

Realizou-se o0 esfregaco vaginal nas fémeas em até no maximo 2 horas apos a
exposicdo ou reexposicdo a arena, a fim de se identificar em qual a fase do ciclo estral elas
se encontravam durante os testes. Optamos por fazer a avaliacdo da ciclagem ap6s 0s
experimentos, e ndo imediatamente antes da exposicdo, para evitar que algum possivel
estresse causado pelo procedimento interferisse no comportamento delas na arena.

Uma alca de inoculacdo foi inicialmente mergulhada em agua e, entéo, introduzida na
vagina da camundonga. A alca foi esterilizada entre um esfregaco e outro com a utilizacéo
de um isqueiro. O fluido retirado era espalhado em uma lamina para microscopia de luz e
corado com corante de uso hematoldgico (Panétipo Répido, Laborclin, Parand, Brasil),
baseado no principio de uso de um fixador (triarilmetano a 0,1%) e duas solucdes corantes
(xantenos a 0,1% e tiazinhas a 0,1%) por meio de imersdes de 5 segundos em cada solugéo.

As laminas eram, entdo, lavadas em agua e secadas ao ar.
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Depois de secas, as laminas foram observadas por microscopia Optica de campo

claro. Alteracdes na aparéncia citoldgica dos esfregacos foram utilizadas para identificar as
fases do ciclo estral: proestro, estro, metaestro e diestro, como demonstrado na Figura 16. A
identificacdo das fases baseia-se nas diferentes configuracgdes celulares (CALIGIONI, 2010;
CORA; KOISTRA; TRAVLOS, 2015), sendo o proestro caracterizado por uma abundancia
de células epiteliais nucleadas, apresentando-se em grupos ou individualmente e
ocasionalmente com algumas células cornificadas; estro, caracterizado predominantemente
por células epiteliais cornificadas sem nucleo aparente e formato irregular; metaestro,
definido por mistura de tipos celulares, com predominancia de leucdcitos e poucas células
nucleadas e/ou cornificadas, e o diestro, caracterizado pela presenca abundante de leucécitos

com o nlcleo multi-lobulado.

Figura 16. Fotomicroscopias de secrecdo vaginal corada, obtida de camundongas em diferentes fases

do ciclo estral. A) Proestro, B) Estro, C) Metaestro e D) Diestro. Barra de escala equivale a 100 um.
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7.1.3. Imunistogquimica

7.1.3.1.  Preparacéo dos tecidos: perfuséo

Os animais foram perfundidos por via intracardiaca 90 min ap0s a reexposicao a
arena, com solucao tampao fosfato (PBS 0.1M, pH 7,4) e paraformaldeido a 4% (PFA 4%,
pH 7,4). Os encéfalos foram retirados do cranio, pos-fixados em PFA a 4% por 24 horas e,
em seguida, crioprotegidos em solucdo de sacarose a 20% (por 24h em cada solucdo).
Finalmente, os encéfalos foram congelados em isopentano (a -40°C) e armazenados em
freezer a -20°C.

Os encéfalos foram seccionados serialmente em cortes de 40 micrémetros de
espessura em criostato Microm HM-5005-E (Alemanha) com temperatura em -22 e -18 °C, e
as fatias foram armazenadas em solugdo anticongelante em freezer a -20°C até a realizacéo

dos ensaios.

7.1.3.2.  Imuno-reatividade a c-Fos
Apos preparacdo descrita anteriormente, as fatias foram submetidas a protocolo de
imunoistoquimica para c-Fos e finalizagdo conforme descrito no item 6.1.3.4.3. € 6.1.3.4.4.,

apenas substituindo-se os anticorpos utilizados.

- Anticorpo primério: Rabbit anti-c-Fos - Santa Cruz Biotechnology, sc-7202, 1:1000

- Anticorpo secundario: Goat anti-rabbit, Vector Laboratories BA-1000, 1:1000

7.1.3.3.  Analise imunoistoquimica
Analises quantitativas de c-Fos foram realizadas em niveis anatdmicos

correspondentes entre os animais, em secc¢oes coronais do PVN (incluindo populagOes
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magnocelulares e parvocelulares, entre os pontos de bregma -0.58 e -1.06; 4 a 5 fatias por
animal) e PAG (dorso medial, entre os pontos de bregma -4.16 e -4.96, 2 a 5 fatias por
animal) (FRANKLIN; PAXINOS, 2007). A quantificacdo foi realizada as cegas as
condicdes experimentais utilizando FI1JI - ImageJ 1.52p (National Institutes of Health, USA).
As imagens foram capturadas em aumento de 20X para PVN e 10X para PAG, utilizando

um microscopio Olympus ScanScope BX61VS (Japao).

7.2. Resultados

7.2.1. Comportamento defensivo em modelo experimental de TEPT

O experimento teve como objetivo avaliar os efeitos comportamentais do protocolo
de ELS na vida adulta quando os animais foram submetidos a um estressor agudo (exposi¢ao
a predador) e subsequente reexposicao ao contexto, caracterizando um modelo experimental
de TEPT. Os comportamentos avaliados foram: avaliacdo de risco, fuga,
congelamento/imobilidade defensiva e interacdo com a serpente ou exlvia. As analises
foram feitas com base na porcentagem média do tempo total (5 min) e no indice
comportamental para cada grupo experimental em cada um desses comportamentos. Os

resultados estdo apresentados separadamente entre as sessées exposicao e reexposicao.

7.2.1.1.  Sessdo exposicdo a serpente
O teste de Mann-Whitney ndo indicou diferencas significativas entre os grupos ELS e
CTRL na porcentagem de tempo total espendido dentro da toca (Figura 17), nem para

machos nem para fémeas.
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No que se refere ao o comportamento de avalia¢éo de risco (Figura 18), ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos ELS e CTRL nem na porcentagem de
tempo total, nem no BI, nem para fémeas nem para machos.

No que se refere o comportamento de fuga (Figura 19), ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos ELS e CTRL, nem para machos nem para fémeas.
Para a porcentagem de tempo total, o teste de Mann-Whitney revelou que o grupo ELS
apresentou maior tempo de fuga em relagdo ao controle, em machos, mas ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na comparacao entre fémeas.

Considerando o comportamento de interacdo com a serpente (Figura 20) ndo foram
observadas diferencas significativas nem no Bl nem na porcentagem do tempo total para
fémeas. Foram encontradas, entretanto, diferencas significativas entre machos. O teste de
Mann-Whitney revelou que os machos ELS tiveram um maior Bl, e houve um aumento
percentual no tempo gasto nessas interacoes.

A Tabela 8 apresenta os valores médios de Bl e porcentagem do tempo total

espendido em cada um dos comportamentos durante a sessao de exposicao a serpente.
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Figura 17. Porcentagem do tempo total espendido dentro da toca por camundongos CTRL e ELS. A)
machos e B) fémeas. n= 6 (machos CTRL), 9 (machos ELS); 11 (fémeas CTRL — 18% em proestro,
54% em estro, 9% metaestro, 18% diestro); 11 (fémea ELS — 45% estro; 18% metaestro, 36%
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Figura 20. Comportamentos de interacdo com a serpente de camundongos CTRL e ELS, eliciado

durante a exposicdo a serpente, sendo A) porcentagem do tempo total machos, B) porcentagem do

tempo total fémeas, C) Bl machos e D) Bl fémeas.

n= 6 (machos CTRL), 9 (machos ELS); 11

(fémeas CTRL — 18% em proestro, 54% em estro, 9% metaestro, 18% diestro); 11 (fémeas ELS —

45% estro; 18% metaestro, 36% diestro). * p < 0.05, quando comparado com o CTRL

Tabela 8. Média + EPM da porcentagem do tempo total (%) e do IB dos comportamentos analisados

durante a sessdo de exposi¢éo a serpente.

Machos Fémeas
Média + EPM iy Média + EPM N
CTRL ELS Estatistica CTRL ELS Estatistica
Porcentagem do tempo total
Toca 0.28+264 19.18+7.96 p>005 11.27+323 2325+545 p>0.05
Ad‘;a:'lzggo 589+158 4.06+086 p>005 408+1.13 472+099 p>0.05
Fuga 193+042 480+073 p<00l 3.18+038 295+043 p>0.05
INteragao 184012 066+015 p<005 0.62+018 068+088 p>0.05
com serpente
Indice comportamental (BI)
Toca N/A N/A N/A N/A
Ad‘fea:'l";‘ggo 4994092 476+097 p>005 375056 443+083 p>005
Fuga 286+070 373+026 p>005 298+042 333+038 p>0.05
INteragao 4 43,023 1.19+018 p<005 1.07+023 136+016 p>005

com serpente
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7.2.1.2.  Sessdo reexposicdo ao contexto (com exuvia da ecdise da serpente)

Para a porcentagem de tempo total espendido dentro da toca (Figura 21), a ANOVA
de duas vias ndo indicou diferenca significativa do fator trauma, nem do fator ELS,
tampouco interagdo entre os fatores para animais machos (p > 0.05). Para as fémeas, foi
observado efeito do fator ELS na média (Fi37 = 38.86, p < 0.0001), indicando que a
experiéncia de ELS foi eficaz em aumentar o tempo que fémeas passaram dentro da toca,
independente da exposi¢do ou ndo ao trauma na vida adulta. Ndo foram observados efeitos
do trauma na vida adulta ou interacdo entre os dois fatores (p > 0.05)

No que se refere ao comportamento de avaliacdo de risco (Figura 22), a ANOVA de
duas vias ndo identificou efeito significativo de nenhum dos fatores no tempo do
comportamento (p > 0.05), seja em machos ou fémeas. Entretanto, foi observado um efeito
do fator ELS para fémeas (F137=5.30, p < 0.05) no Bl desse comportamento, sugerindo que
0 histérico de ELS aumente a avaliagdo de risco em fémeas, independente do trauma na vida
adulta.

Considerando o comportamento de fuga (Figura 23), a ANOVA revelou efeito
significativo do fator trauma (Fi27 = 4.83, p < 0.05) para a porcentagem de tempo do
comportamento em machos, mas sem interacdo entre os fatores ELS e trauma, sugerindo que
a exposicao ao estressor na vida adulta foi capaz de elicitar aumento nas respostas de fuga,
independentemente do histérico de ELS. Para fémeas, ndo foi observada diferenca
significativa na porcentagem de tempo (p > 0.05). J& em relacdo ao Bl do comportamento,
houve efeito significativo do fator trauma (F127 = 16.47, p < 0.001) bem como interacéo
entre os dois fatores (F1.7=12.36, p < 0.01) para machos. A analise post-hoc com o teste de
multipla comparacao de Sidak’s revelou que o grupo ELS com trauma apresentou maior Bl

de fuga do que o grupo ELS que néo teve contato anterior com a serpente (p<0.0001). Para
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fémeas, também houve efeito significativo do fator trauma (F137 = 4.68, p < 0.05) no BI de
fuga, mas sem efeito do ELS ou interagéo entre os fatores (p > 0.05).

Por fim, para o comportamento interacdo com a exuvia (Figura 24), a ANOVA de
duas vias revelou interacdo entre os fatores ELS e trauma para a porcentagem de tempo do
comportamento em machos (Fi27 = 4.43, p < 0.05), mas sem diferencas indicadas no teste
post-hoc. Observou-se, ainda, interagdo entre os fatores ELS e trauma para o Bl de interagéo
com a extvia em machos (F1,27 = 5.53, p < 0.05). A andlise post-hoc com o teste de multipla
comparacgéo de Sidak’s revelou que, entre 0s que nao passaram por trauma, o ELS foi eficaz
em diminuir o Bl de interacdo com a extvia comparando com CTRL (p<0.05). Néo foi
observada diferenca significativa para fémeas, nem em relacéo a porcentagem de tempo total
de interagdo com a exudvia nem em relagdo ao Bl (p > 0.05).

A Tabela 9 apresenta os valores médios de Bl e porcentagem do tempo total

espendido em cada um dos comportamentos durante a sesséo de reexposi¢do ao contexto.
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Figura 21. Porcentagem do tempo total espendido dentro da toca por camundongos CTRL e ELS
durante a re-exposicao ao contexto com exuvia, sendo A) machos e B) fémeas. n= 6 (machos CTRL
sem trauma), 6 (macho CTRL + trauma), 10 (machos ELS sem trauma), 9 (macho ELS + trauma), 11
(fémeas CTRL sem trauma — 54% estro, 9% metaestro, 36% diestro), 11 (fémea CTRL + trauma —
18% estro, 36% metaestro, 36% diestro), 10 (fémeas ELS sem trauma — 80% estro, 10% metaestro,
10% diestro), 10 (fémeas ELS + trauma — 20% estro, 70% metaestro, 10% diestro). Efeito
significativo do ELS (p < 0.0001) para fémeas.
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Figura 22. Comportamentos de avaliacdo de risco de camundongos CTRL e ELS, expostos
previamente & serpente (grupo trauma) ou ndo (sem trauma), durante a reexposi¢do ao contexto com
exlvia, sendo A) porcentagem do tempo total machos, B) porcentagem do tempo total fémeas, C) Bl
machos e D) Bl fémeas. n= 6 (machos CTRL sem trauma), 6 (macho CTRL + trauma), 10 (machos
ELS sem trauma), 9 (macho ELS + trauma), 11 (fémeas CTRL sem trauma — 54% estro, 9%
metaestro, 36% diestro), 11 (fémea CTRL + trauma — 18% estro, 36% metaestro, 36% diestro), 10
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20% estro, 70% metaestro, 10% diestro). Efeito significativo do ELS no Bl de fémeas (p < 0.05).
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Figura 23. Comportamentos de fuga de camundongos CTRL e ELS, expostos previamente a

serpente (grupo trauma) ou ndo (sem trauma), durante a reexposi¢do ao contexto com exuvia, sendo

A) porcentagem do tempo total machos, B) porcentagem do tempo total fémeas, C) Bl machos e D)

Bl fémeas. n= 6 (machos CTRL sem trauma), 6 (macho CTRL + trauma), 10 (machos ELS sem

trauma), 9 (macho ELS + trauma), 11 (fémeas CTRL sem trauma — 54% estro, 9% metaestro, 36%
diestro), 11 (fémea CTRL + trauma — 18% estro, 36% metaestro, 36% diestro), 10 (fémeas ELS sem
trauma — 80% estro, 10% metaestro, 10% diestro), 10 (fémeas ELS + trauma — 20% estro, 70%

metaestro, 10% diestro). * p < 0.001 diferenca quando comparado grupos com e sem trauma. Efeito

significativo também do trauma na porcentagem de tempo para machos, e no Bl para fémeas.
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Figura 24. Comportamentos de interacdo com a exdvia para camundongos CTRL e ELS, expostos
previamente & serpente (grupo trauma) ou ndo (sem trauma), durante a reexposi¢do ao contexto com
exlvia, sendo A) porcentagem do tempo total machos, B) porcentagem do tempo total fémeas, C) Bl
machos e D) Bl fémeas. n= 6 (machos CTRL sem trauma), 6 (macho CTRL + trauma), 10 (machos
ELS sem trauma), 9 (macho ELS + trauma), 11 (fémeas CTRL sem trauma — 54% estro, 9%
metaestro, 36% diestro), 11 (fémea CTRL + trauma — 18% estro, 36% metaestro, 36% diestro), 10
(fémeas ELS sem trauma — 80% estro, 10% metaestro, 10% diestro), 10 (fémeas ELS + trauma —

20% estro, 70% metaestro, 10% diestro). * p < 0.05 quando comparado a CTRL.
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Tabela 9. Média + EPM da porcentagem do tempo total (%) e do Bl dos comportamentos analisados

durante a sessdo de re-exposicao ao contexto.

Média + EPM
CTRL S/ TR CTRL+TR ELS S/ TR ELS+ TR
Machos

Porcentagem do tempo total
Toca 15.02 +2.90 14.08 £ 8.60 6.52+133 17.89+7.14
Avaliagéo de risco 5.05+1.48 4.11+0.98 2.17 £0.43 419 £0.77
Fuga 2.35+0.43 2.80 £ 0.37 1.98 £0.30 3.38+0.48
Interacdo com serpente 0.78+0.20 0.36 +£0.12 0.37 £0.07 0.57 £0.17

Indice comportamental (BI)

Toca N/A N/A N/A N/A
Avaliagéo de risco 5.09 £1.38 510+ 091 1.93+£0.25 440+1.31
Fuga 245+ 0.43 2.64 £ 0.28 1.22 +0.16 3.89+£0.44
Interacdo com serpente 153+ 0.32 0.71+£0.12 0.70 £ 0.08 0.79+£0.23
Fémeas

Porcentagem do tempo total
Toca 12.56 £2.30 7.75 2,57 34.68 +£4.04 28.24+4.43
Avaliacéo de risco 2.36 £ 0.56 3.09+£0.51 2.28 £ 0.39 2.31+£0.36
Fuga 2.95+0.45 4.03+0.77 2.19+£0.60 3.90+1.03
Interacdo com serpente 0.78 £ 0.23 0.80 £ 0.25 0.76 £0.19 0.56 +0.14

Indice comportamental (BI)

Toca N/A N/A N/A N/A

Avaliagéo de risco 1.67 +0.30 2.24 +0.30 2.40+£0.23 2.88 £ 0.33
Fuga 2.52 +0.27 3.39+0.63 2.64 +0.37 3.71+0.45
Interacdo com serpente 0.75+£0.19 0.75+£0.22 1.33+0.09 141+0.31
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10.2.2. Imuno-reatividade a c-Fos
A ANOVA de duas vias indicou efeito significativo do fator trauma (F1,27 = 16.01,
p < 0.001), do fator ELS (F1,27 = 21.38, p < 0.0001) e interacdo entre os dois fatores (F =
1,27 = 8.95, P < 0.01) para a densidade de células c-Fos+ no PVN. O teste ndo indicou
diferenga significativa do fator trauma, nem do fator ELS, tampouco interagdo entre os

fatores (p > 0.05) para a densidade de células c-Fos+ na PAG.

O teste post-hoc de Sidak indicou que animais ELS que passaram pelo trauma na
vida adulta apresentaram uma densidade de células c-Fos+ significativamente maior do que
qualquer outro grupo comparado (ELS sem trauma, CTRL com trauma e CTRL sem trauma,
p< 0.0001) (Figura 25). Para a PAG, a ANOVA néo detectou efeito de nenhum dos
fatores na densidade de células c-Fos+ (p > 0.05, Figura 26). A média da densidade de

células no PVN e PAG para os grupos analisados esta na Tabela 10.

Tabela 10. Média + EPM da densidade de células c-Fos+ (células/mm?) no PNV e na PAG.

Média = EPM
CTRLS/TR CTRL+TR ELSS/ TR ELS + TR
PVN 205.30 57.89 296.00 68.68 352.00 £50.92  981.60 + 127.80

PAG 225.00 + 88.06 216.10 +67.00 202.70 + 49.64 328.50 + 44.55
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Figura 25. Imunoistoquimicapara c-Fos. A) Fotomicrografia de 40 um de se¢des coronais do PVN

de camundongos mostrando imunorreatividade a proteina c-Fos CTRL sem trauma (n = 7), CTRL
com trauma (n=6), ELS sem trauma (n=9) e ELS com trauma (n=9). Barras de escala representam
100 um. B) Representacdo estereotdxica com ponto vermelho indicando a regido observada nas
imagens de microscopia e C) Densidade de células c-Fos+ no PVN. 3V= Terceiro ventriculo. * p <
0.0001 em comparagdo com qualquer outro grupo.
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Figura 26. Imunoistoquimicapara c-Fos. A) Fotomicrografia de 40 um de segdes coronais da PAG
de camundongos mostrando imunorreatividade a proteina c-Fos para CTRL sem trauma (n = 5),
CTRL com trauma (n=6), ELS sem trauma (n=7) e ELS com trauma (n=7). Barras de escala
representam 100 um. B) Representagdo estereotaxica com ponto vermelho indicando a regido

observada nas imagens de microscopia e C) Densidade de células c-Fos+ na PAG. Ag= Aqueducto.
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8. DISCUSSAO

Neste projeto, exploramos os efeitos de um modelo de ELS no padrdo de cuidado
maternal e suas consequéncias na dindmica de ativagdo hipocampal de algumas proteinas
relacionadas a plasticidade sinaptica e ativacdo neuronal (Egrl, Arc e c-Fos) e na atividade
eletrofisiolOgica, durante as primeiras trés semanas de desenvolvimento (P9 e P21), bem
como as consequéncias tardias apds um segundo estressor agudo na vida adulta, em um
modelo experimental de TEPT e os circuitos neuronais ativados. Os principais achados
foram alteragdes no padrdo de cuidado materno, notavelmente uma maior taxa de entropia
para grupo ELS, uma maior amplitude de registros de mEPSCs no P9 ELS, bem como
densidade reduzida de células dVenus+ e c-Fos+ em P21 ELS. Além disso, pudemos
observar uma diferenca qualitativa no padrao de ativacdo e distribuicdo de células positivas
para dVenus, Egrl, Arc e c-Fos, independentemente do protocolo de ELS, uma indicagéo de
mudancas no desenvolvimento. Destacam-se, ainda, algumas diferengas comportamentais
entre grupos os ELS e CTRL no paradigma comportamental tipo-TEPT diante de exposi¢ao
a predador, como alteracGes nas respostas de fuga, e aumento na densidade de células c-
Fos+ no PVN de animais ELS que foram expostos ao trauma em comparagdo 0s demais
grupos.

A contribuicdo materna talvez seja um dos fatores mais importantes do ambiente
vivenciado durante o desenvolvimento, e a maioria dos modelos animais de ELS tem
utilizado comprometimentos na interacdo materna, seja em quantidade ou qualidade, para
estudar impactos de experiéncias adversas precoces ao longo da vida (MOLET et al., 2014;
CHEN; BARAM, 2016). O principal objetivo do paradigma experimental do LBN é

manipular as caracteristicas do cuidado materno pela reducdo do material oferecido para
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confeccdo de ninho, limitando as intervencbes externas do experimentador, sendo a
flexibilidade uma de suas maiores vantagens, ja que se pode graduar o nivel de estresse de
acordo com a quantidade de material fornecido, bem como alterar o periodo de
desenvolvimento, no qual a ninhada sera exposta, de acordo com janelas de desenvolvimento
de interesse (MOLET et al., 2014; WALKER et al., 2017). Nas condicOes utilizadas nos
nossos experimentos, encontramos que o LBN foi eficaz em induzir alteragdes no cuidado
materno, aumentando significativamente a taxa de entropia da sequencia comportamental de
cuidados com os filhotes, além de alteracBes em comportamentos especificos, como maior
numero de eventos de construgdo de ninho e menor de longe-n&o explorando.
A literatura € diversa a respeito dos impactos do ELS no comportamento materno.
Molet et al. (2016) utilizaram o mesmo protocolo e demonstraram que o comportamento
total de licking/grooming e nursing foi equivalente entre mées controles e LBN, tal como
observado por nés. Outro estudo, também encontrou pouca ou henhuma mudanca na duragao
total do cuidado materno ou de aspectos especificos do cuidado (MOLET et al., 2014). Rice
et al. (2008), diferente dos nossos resultados, ndo encontraram diferencas no tempo que as
mées passaram no ninho em contato com os filhotes nas condi¢gdes LBN ou controle, mas
viram que a frequéncia de saidas do ninho por méaes em condicio LBN foi
significativamente superior as saidas de mades em caixas controles, indicando qualidade
prejudicada do cuidado, devido a maiores interrupgdes, mesmo sem alteracdo na duragéo do
tempo total. Assim, talvez os dados encontrados por nds, de maior entropia na sequéncia
comportamental, talvez possam estar de certa forma refletindo isso, ou seja, o fato de que as
mées ELS interromperam mais vezes 0s cuidados e, consequentemente, voltaram mais vezes

ao ninho.
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A fragmentacdo dos cuidados é o que parece ser mais significativo em alguns
estudos, havendo padrdes de interrupgdes do comportamento de nursing, o qual se apresenta
de forma mais encurtada e mudancas frequentes entre comportamentos diferentes, seguindo
uma sequéncia imprevisivel (RICE et al., 2008; MOLET et al., 2016). Nossos resultados de
aumento de taxa entropia, os quais fornecem um indice de previsibilidade dos
comportamentos e grau de variagdo entre eles (DAVIS et al., 2017), corroboram esses
achados.

Outra evidéncia de que o protocolo foi eficaz enquanto estressor séo as diferengas no
peso corporal entre filhotes que passaram ou néo pelo ELS, sendo que os animais do grupo
ELS apresentaram menor massa corporea desde logo apds o encerramento do protocolo até o
dia do desmame, semelhante ao observado em outros trabalhos que empregaram 0 mesmo
protocolo experimental (ARP et al., 2016; KANATSOU et al., 2017). Coutellier et al. 2008,
por outro lado, ndo encontraram diferencas no peso de grupos que receberam diferentes
tratamentos de cuidado materno, nem diferencas no peso entre filhotes machos e fémeas,
mas sim alteracdes comportamentais e fisiologicas na vida adulta (COUTELLIER et al.,
2008). Além, disso Rice et al. (2008) encontraram que o grau de fragmentacéo dos cuidados
maternos correlaciona-se negativamente com o peso corporal dos filhotes e positivamente
com o nivel corticosterona plasmatica, sugerindo que esses pardmetros Sao
independentemente regulados pela interacdo entre mée e filhotes e que 0 aumento dos niveis
de corticosterona ndo é simplesmente uma funcdo da reducdo do peso corporal.

Um dos objetivos do projeto foi avaliar efeitos imediatos na dinamica dos IEG Egrl,
Arc e c-Fos. IEG apresentam resposta rapida e transitoria a ativacdo sinaptica (OKUNO,
2011) e tém sido comumente utilizados como marcadores moleculares para populagdes

neuronais que sofrem alteracdes na plasticidade associadas a formacgdo de memoria de longo
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prazo (SCHMIDT; MARRONE; MARKUS, 2012; MINATOHARA; AKIYOSHI; OKUNO,
2016). Os IEGs explorados no presente estudo, Egrl, Arc e c-Fos, sdo exemplos de IEG
induzidos durante atividade neuronal associada a tarefas comportamentais, como em
paradigmas de aprendizado, em regiGes encefalicas especificas, como o hipocampo
(MINATOHARA; AKIYOSHI; OKUNO, 2016). Além disso, evidencias a partir de modelos
animais, bem como estudos de neuroimagem em humanos indicam que um dos mecanismos
subjacentes ao TEPT é, justamente, plasticidade sinéptica aberrante (FRANCATI,
VERMETTEN; BREMNER, 2007; PAPE; PARE, 2010; MAHAN; RESSLER, 2012).

Primeiramente, foi avaliado o impacto no Egrl. O interesse em explorar os efeitos do
ELS no Egrl se deu ao seu relatado papel na regulacdo de maltiplos aspectos da plasticidade
sinaptica. Foi relatado que o Egrl esta envolvido em mecanismos que integram os estimulos
ambientais e modulam processos de ordem superior, como aprendizado e memoria, bem
como dependéncia, ansiedade e resposta ao estresse (GROGER et al., 2014; MO et al., 2015;
DUCLOT; KABBAJ, 2017). Nao foram encontradas diferencas na expressdo de mRNA de
Egrl em P9, embora experimentos prévios do grupo tenham identificado niveis mais baixos
de expressdo de Egrl em P21, tanto em machos quanto em fémeas (dados ndo publicados).
Além disso, ndo foram identificadas diferencas na imunorreatividade a Egrl no DG ou em
CA1 apos 0 ELS. Apesar de seus baixos niveis de expressdo no inicio do desenvolvimento, o
Egrl foi identificado como um importante mediador dos efeitos de experiéncia no inicio da
vida por meio de seu controle transcricional do gene do receptor de glicocorticoide (GR)
(REVEST etal., 2010; DUCLOT; KABBAJ, 2017).

Foi demonstrado que o cuidado materno na primeira semana de vida influencia a
resposta neuroendocrina por mecanismos epigenéticos, como a metilacio do DNA no

promotor de GR, localizado em um sitio de ligacdo a Egrl (WEAVER, 2007), que
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evidencia algum controle de Egrl sobre a expressdo de GR (DUCLOT; KABBAJ, 2017).
Groger et al. 2014 demonstraram regulacdo negativa aguda da expressao de Egrl em machos
expostos a estressores pos-natais. Por outro lado, também foi observado que o ELS induzido
por periodos repetidos de separagdo materna leva a uma regulagdo positiva répida e
significativa de Arc e de Egrl em hipocampo de camundongos (XIE et al., 2013).

Arc, conhecido por codificar proteinas sinapticas e afetar suas propriedades e
expressdo, parece ser necessario para o escalonamento sinaptico celular apos atividade
neuronal, bem como aquele associado a facilitacdo da consolidacdo de memdrias labeis
(GUZOWSKI et al., 2000; MINATOHARA; AKIYOSHI; OKUNO, 2016) também foi
investigado aqui. Enquanto a expressédo inicial de Arc parece contribuir para o
desenvolvimento da memdria, a expressao tardia do Arc estd mais relacionada & manutencao
da memdria (NAKAYAMA et al., 2015). Néo foi possivel identificar células positivas para
Arc no DG dos animais P9, e nenhuma diferenca entre os grupos ELS e CTRL foi detectada
em P21. Foi demonstrado que o Arc sofre regulacdo positiva apds a exposicdo a um
ambiente novo, embora ndo esteja claro qual é o significado e as consequéncias desse efeito
(MINATOHARA,; AKIYOSHI; OKUNO, 2016). Embora ndo tenhamos observado células
Arc+ em filhotes de P9 em niveis basais, considerando seu importante papel na plasticidade
sinaptica e na atividade de populac@es especificas de neurdnios (ensembles) para memoria, é
possivel que esse cenario fosse diferente se quantificado tardiamente ap6s desafios, como
ap6s o proprio modelo de TEPT aqui empregado. Ainda, podemos especular que,
considerando que Arc € regulado positivamente ap6s a exposi¢cdo a um novo ambiente, é
muito provavel que observemos niveis ou padrdes alterados de Arc no encéfalo das maes
expostas ao protocolo ELS, mas para os filhotes recém-nascidos, talvez a percep¢do de

ambiental e contextual ainda esteja limitada nessa idade.
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Uma abordagem importante usada aqui foi a utilizagdo dos camundongos
transgénicos Arc::dVenus. Egushi & Yamaguchi (2009) desenvolveram essa linhagem
transgénica, com base nos constructos proteinas fluorescentes desestabilizadas pelo
promotor (promoter-destabilized fluorescence protein), e esses camundongos exibem um
alto nivel de expressdo do gene reporter impulsionado pelo gene promotor Arc,
possibilitando o monitoramento da dindmica da expressdo de Arc e a deteccdo facilitada de
seus sinais de fluorescéncia. Isso permite explorar quando, onde e em que tipo de neurénios,
a expressao génica muda em associacdo a regulacdo de circuitos e funcGes cerebrais
especificas (EGUCHI; YAMAGUCHI, 2009).

Foi quantificada aqui a densidade das células dVenus+ e também ndo encontramos
células dVenus+ no DG dos filhotes P9. Para P21, ndo encontramos diferenca na regido mais
anterior do hipocampo avaliada, mas encontramos que o ELS levou a um numero reduzido
de células por area na lamina infrapiramidal do DG na regido posterior, quando comparado
ao CTRL. Estudos tem destacado a importancia de se observar as sub-regides do DG, as
quais podem ser diferenciadas através do eixo transversal, em lamina suprapiramidal, entre
CAl e CA3, e lamina infrapiramidal, em oposic¢éo ao hilo (WU et al., 2015; ALVES et al.,
2018). As laminas infra e suprapiramidais parecem apresentar diferencas em sua estrutura,
fisiologia e padrdes de expressdo génica, talvez exercendo papéis diferentes no
funcionamento hipocampal (SNYDER et al., 2009; ALVES et al., 2018). Alguns estudos de
neurogénese usando BrdU relataram aumento da proliferacdo celular também apenas na
lamina infrapiramidal (SNYDER et al., 2009).

Também encontramos diferentes padrbes de ativacdo de c-Fos entre as laminas da
DG. O c-Fos é dinamicamente regulado no encéfalo e € obviamente uma ferramenta

relevante para explorar a ativagdo neural e a conectividade funcional aberrante
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(GUZOWSKI et al., 2000; MEYZA et al., 2007). Em nossos experimentos de
imunoistoquimica, ndo foram identificadas diferengas nos filhotes de P9, mas em P21, o
ELS induziu menor densidade de células ativas no DG anterior. Quando dividimos o DG em
laminas infra e suprapiramidais, observamos que a lamina suprapiramidal é o local
responsavel por essa diferenca, e densidade semelhante foi encontrada na lamina
infrapiramidal. Alves et al. 2017 caracterizaram a neurogénese no DG e observaram que, em
condigBes basais, novas celulas estavam localizadas preferencialmente na Iamina
suprapiramidal, mas apdés estresse crénico, uma diminuigdo regional da geracao de neur6nios
foi encontrada na lamina suprapiramidal. Outros estudos mostram maior ativagdo neuronal
de c-Fos na lamina suprapiramidal apos teste no labirinto aquatico Morris ou exploragdo de
um ambiente novo (SNYDER et al., 2009). No entanto, vale destacar que nenhum desses

estudos avaliou as fases iniciais do desenvolvimento.

Em relacdo aos registros eletrofisioldgicos, encontramos um significante aumento de
amplitude dos eventos em miniatura nos animais P9 ELS em comparacdo com os CTRL de
mesma idade ou qualquer outro grupo de P21. Também encontramos um efeito da idade no
tempo de decaimento das correntes sinapticas, que foi menor nos animais P9,
independentemente da experiéncia de ELS. Registros de amplitude sdo geralmente mais
estaveis e preferiveis quando ndo ha potencial de acdo para confundir, o que “parece ser o
caso para o registro de animais em P8-9, em que se é dificil obter sinais estaveis e
confiaveis, sendo a medi¢cdo de amplitude mais confiavel do que a determinagdo da
inclinacdo (slope = variagcdo de amplitude mv/ variacdo de tempo ms)” (DERKS et al.,
2016). Em P9, as transmissdes glutamatérgica e GABAérgica estdo em desenvolvimento e
sofrem alteragOes funcionais na segunda semana de desenvolvimento (DERKS et al., 2016),

e os efeitos na amplitude dos mMEPSCs podem estar relacionados a alteragdes na ativacdo dos
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receptores pés-sindpticos de glutamato (QIU et al., 2019). Seria interessante analisar em
detalhes o que esta motivando essas alteragdes eletrofisiologicas, por exemplo, explorando
se 0s niveis de corticosterona, que séo elevados nos animais com ELS (RICE et al., 2008),
seriam responsaveis por desencadear alteragdes da atividade neural, como um efeito agudo
da ELS. Derks et al. (2016) encontraram uma supressdo da potenciacdo induzida por
corticosterona em adultos, por exemplo.

E interessante observar as diferencas qualitativas entre os encéfalos de P9 e P21, uma
vez que mostraram um padrdo completamente diferente de ativacdo dos IEG. Aspectos de
desenvolvimento sdo parte fundamental do entendimento das consequéncias do ELS. Nos
estagios iniciais, 0s circuitos neurais sdo imaturos e sinapses estdo se desenvolvendo e,
portanto, sdo muito maledveis. Por exemplo, comprimento e complexidade dendritica
aumentam significativamente apds o nascimento no periodo p6s-natal precoce (em ratos), a
quantidade de sinapses aumenta acentuadamente até a segunda semana pés-natal e isso
relaciona-se ao aumento gradual da conectividade neuronal e maiores amplitudes de fEPSP
(potenciais pOs-sindpticos excitatérios de campo) observadas mais tardiamente em
desenvolvimento (POKORNY; YAMAMOTO, 1981; DERKS et al., 2016).

Devemos considerar as limitaches desses experimentos. Primeiro, devido a
dificuldades técnicas no trabalho com fatias de encéfalos de P9, os quais sdo extremamente
frageis nessa idade, muitos dos experimentos de imunoistoquimica foram realizados com
poucas fatias, 0 que ndo confere poder suficiente a analise estatistica. Um tamanho amostral
maior forneceria dados mais robustos para interpretacdo. Além disso, especialmente sobre 0s
protocolos de imunofluorescéncia (por exemplo, experimento de co-localizagcdo de dVenus
com Arc), foi observada alguma autofluorescéncia inespecifica, dificultando alguma parte

das anélises e destacando a necessidade de perfuséo dos animais antes dos protocolos. Além
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disso, devido ao nosso interesse em investigar os efeitos imediatos do ELS em parametros
basais, deve-se considerar que nas condigdes basais / naive analisadas, os resultados séo
mais dificeis de detectar e s8o mais suscetiveis a ruidos e a variabilidade individual. Isso
significa que, como o sinal observado é naturalmente muito baixo, pequenas alteragdes no
ambiente podem resultar em variabilidade do grupo e impactos na representatividade dos
dados. Assim, talvez, niveis basais ndo sejam a melhor abordagem para se explorar os efeitos
do ELS na expresséo desses IEG.

Questdes remanescentes incluem qual seria o padréo desses IEG se desafiarmos esses
animais, por exemplo, comportamentalmente (como observar a expressdo e a
imunorreatividade do Egrl apds o protocolo de exposi¢do a serpente ou outro paradigma de
medo condicionado), bem como explorar mecanismos subjacentes aos efeitos descritos do
ELS alterando-se a expressdo de alguns genes-alvo. Além disso, como os resultados
encontrados aqui ndo apontaram para a formacdo diferencial de engrama em P9, outra
questdo importante é “em que ponto temporal a memoria comega? ”. Novos estudos que
investiguem diferentes janelas de desenvolvimento sdo necessarios para elucidar a partir de
que ponto os animais sdo capazes de se lembrar (contextos, eventos positivos ou negativos,
etc.) para uma melhor caracterizacdo 0s mecanismos subjacentes a formacgdo e/ou
armazenamento da memodria.

Quanto aos comportamentos expressos durante a exposi¢do ou reexposicdo a arena,
os efeitos variaram de acordo com a exposi¢do prévia ou ndao ao ELS, com a exposicao ou
ndo a serpente (trauma), além de manifestacGes diferentes de acordo com o sexo do animal e
se 0 parametro analisado foi a porcentagem do tempo total ou o Bl de um dado
comportamento. Durante a exposicdo a arena poligonal com a serpente, ndo foi observada

qualquer alteracdo no comportamento eliciado por fémeas ELS em comparagdo com as
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CTRL. Quanto aos machos, ELS apresentou maior Bl de interagdo com a serpente, bem
como maior porcentagem de tempo em interacdo com a serpente e fuga, em comparagéo com
os CTRL. J& durante a reexposicao ao contexto experimental, encontramos um efeito do ELS
no tempo de toca e no Bl de avaliagdo de risco, bem como efeito do trauma no Bl de fuga,
para fémeas. Nos machos ndo expostos previamente a serpente, foi observado menor Bl de
interacdo com a exuvia para 0 grupo ELS em comparacdo com CTRL. O Bl de fuga dos
machos ELS também foi maior durante a reexposi¢do a arena do que durante a exposicéo a
serpente, além do efeito do trauma no tempo de fuga. Esses resultados séo, de certa forma,
compativeis com o ja demonstrado sobre exposi¢des a ELS induzirem efeitos a longo prazo
no medo e ansiedade (KRUGERS et al., 2017), e com o que foi documentado por Walker et
al. (2017), a respeito do paradigma LBN, especificamente, a longo prazo, aumentar reagdes
de medo, a0 mesmo tempo que também diminui resposta de busca de seguranca.

Estudos prévios com o uso do paradigma de confronto presa versus predador
demonstraram alguns resultados semelhantes aos encontrados aqui. De fato, os padrdes de
defesa antipredatorios, como fuga, imobilidade defensiva (congelamento), ameaca defensiva
e ataque, sdo bastante similares entre espécies de vertebrados, embora variagdes ocorram de
acordo com a espécie e situacdo (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988), e parecem
relacionados as caracteristicas do estimulo aversivo e dependentes da distancia entre a presa
e 0 predador (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; MCNAUGHTON; CORR, 2004).
Alguns trabalhos mostraram que a presenca de serpentes é eficaz em eliciar respostas
defensivas claras, expressas por atencao defensiva (alerta), imobilidade defensiva e respostas
de fuga em camundongos (TWARDOWSCHY et al., 2013; ALMADA; COIMBRA, 2015),
ratos (BIAGIONI et al., 2016; COIMBRA et al., 2017a, 2017b) e hamsters (PASCHOALIN-

MAURIN et al., 2018). Outro trabalho demonstrou que uma unica exposi¢édo ao cheiro de
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predador (gato) aumentou a incidéncia de comportamentos do tipo-ansioso em ratos uma
semana depois, com reducdo de exploragdo de bracos abertos no teste de labirinto em cruz
elevado, quando comparado com animais ndo expostos ao cheiro do predador, além de ter
aumentado a amplitude no teste de sobressalto (COHEN; ZOHAR, 2004; COHEN et al.,
2014). Ainda, exposicao prévia ao gato levou camundongos a diminuirem a exploracdo de
quadrantes centrais no teste de campo aberto, bem como do lado claro no teste de caixa
claro-escuro, embora, aqui, ndo se tenham encontrado alteragGes nas respostas de sobressalto
(TOTH et al., 2016), levou ratos a aumentarem a resposta de congelamento em mesmo
contexto onde o animal foi exposto previamente ao predador (ZOLADZ et al., 2015).

O modelo aqui utilizado, com arena poligonal com exposicdo a predador, é
interessante para identificar particularidades etoldgicas de fuga tipo-panico, mostrando-se
adequado para estudo de respostas de fuga orientada e n&o-orientada (ALMADA,
COIMBRA, 2015; BIAGIONI et al., 2016; COIMBRA et al., 2017a, 2017b). Assim sendo,
embora contabilizamos aqui apenas fuga total, esse comportamento pode ainda ser
diferenciado em fuga néo-orientada e orientada, sendo o primeiro caso quando o roedor
apenas afasta-se vigorosamente do predador ou move-se em dire¢do contraria ao abrigo, € 0
segundo caraterizado pela fuga direcionada a uma dada area de abrigo (URIBE-MARIO et
al., 2012). Nossos resultados, durante a exposicdo a serpente, mostraram aumento na
resposta de fuga total para machos ELS. Embora pareca contraditério com o aumento de
interacBes com o predador também apresentada pelo mesmo grupo, uma possibilidade é que
um comportamento seja consequente do outro, por exemplo, 0s animais interagem com 0
predador e, em decorréncia disso, realizam fugas em seguida. Esse tipo de especulagédo pode
ser melhor elucidada com andlises etologicas sequenciais (GARCIA-CAIRASCO et al.,

1996; MARRONI et al., 2007).
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A avaliacdo de risco também é um comportamento complexo que merece uma
andlise cuidadosa, sendo considerado um dos padrGes comportamentais mais comuns,
ocorrendo contextos com qualquer grau de desconhecimento ou imprevisibilidade, perigo de
predacdo, perigos naturais, etc. (BLANCHARD; BLANCHARD, 1988). No nosso trabalho,
consideramos avaliacdo de risco (risk assessment) o descrito em Blanchard et al. (1991) e
Blanchard (2011) que considera que é um comportamento que envolve interrupcdo do
comportamento em andamento (alertas) para aproximacdo e abordagem da fonte ou
potencial fonte de ameaga com movimentos caracteristicos, como aproximacdo cautelosa,
com corpo estendido e rente ao solo (low-back, stretch attend, stretch approach), com
avancos e recuos rapidos (BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1991;
BLANCHARD et al., 2011). Nos nossos experimentos, ndo encontramos diferencas entre
animais ELS e CTRL na avaliacdo de risco durante a exposi¢do a serpente, mas foi, em geral
0 comportamento mais frequente e que ocupou maior porcentagem do tempo total em todos
0s grupos analisados, indicando, de certa forma, a grande relevancia desse comportamento
nas reacoes defensivas, como ja demonstrado por outros (COIMBRA et al., 2017b, 20173;
PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018).

Como todo modelo animal de psicopatologias, o esperado é que ele seja comparavel
em aspectos sintomatoldgicos, de causalidade/base teérica e de respostas a tratamentos
(validade de face, constructo e preditiva), o que no caso do TEPT é um desafio,
considerando que a resposta humana a eventos traumaticos é extremamente diversa e sujeita
a diversos fatores de risco e variacdo individual (COHEN; ZOHAR, 2004; DASKALAKIS;
YEHUDA; DIAMOND, 2013; BORGHANS; HOMBERG, 2015). De acordo com 0s
critérios de Yehuda & Antelman (1993) para avaliacdo de modelos animais de TEPT, pelo

menos 5 critérios podem ser usados para indicar a semelhanga com a condic¢do, como (a) 0s
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estressores, mesmo que breves, devem induzir sintomas bioldgicos ou comportamentais de
PTSD; (b) o estressor deve ser capaz de produzir sintomas de maneira dose-dependente; (c)
alteraces bioldgicas produzidas devem persistir ou tornar-se mais pronunciadas ao longo do
tempo; (d) alteracbes devem ter potencial para expressédo bidirecional de mudangas
comportamentais; e (e) a variabilidade da resposta entre os individuos na se manifesta de
acordo com experiéncia e/ou genética (YEHUDA; ANTELMAN, 1993). A revisdo de
Borghans & Homberg (2015) indica que modelos que usam estresse psicossocial baseado em
presenca de predadores ou em odor de predador, além de contemplar, os oito critérios do
DSM-5 para PTSD, também estdo adequados a praticamente todos os critérios de Yehuda &
Antelman (1992), e Whitaker et al. (2014) indicam que esses modelos sdo importantes,
principalmente, por serem capazes de distinguir populacdes vulneraveis e resilientes, questao
fundamental no TEPT.

Nesse sentido, modelos etoldgicos de medo inato e respostas de ansiedade tém sido
utilizados como abordagem interessante para investigacdo de reacdes emocionais instintivas
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; URIBE-MARIO et al., 2012; TWARDOWSCHY et
al., 2013; ALMADA; COIMBRA, 2015). Deve-se, entretanto, ressaltar que, como para todo
modelo, ha diversas limitacfes. A comparacao de padrdes de comportamentos defensivos de
roedores com comportamentos humanos considerados normais e anormais sdo apenas
esforcos para explicar a dindmica do medo e da ansiedade e os sistemas encefalicos
envolvidos (MCNAUGHTON; CORR, 2004; BLANCHARD, 2017). Cuidados devem
sempre ser tomados para se evitar interpretacOes literais de modelos animais, ndo devendo
ser utilizados para representar os transtornos que acometem seres humanos, mas para
aproximar-se de certos parametros dos mesmos (COHEN; ZOHAR, 2004). E importante,

neste cenario, lembrar dos limites de qualquer modelo animal, enxergando-0s como “animais
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modelos”, que modelam tracos ou fatores especificos das doencas humanas, mas ndo as
replicam (INSEL, 2007).

O modelo utilizado nesse projeto, de exposi¢do a um trauma (exposic¢éo ao predador)
e reexposicdo a0 mesmo contexto uma semana depois, foi delineado na expectativa de que a
reexposicdo ao contexto evocasse a memoria aversiva da serpente e reacdes
comportamentais mensuraveis, caracterizando-se assim um modelo experimental para o
TEPT. Nessa perspectiva, investigando sobre mecanismos de memoria aversiva na vida
adulta apds exposicdo a ELS, Arp et al. (2016) relatam ser improvavel que a aquisicao de
medo seja diferente entre camundongos CTRL e ELS, uma vez que ao utilizarem o teste de
medo condicionado, encontraram congelamento semelhante entre os dois grupos ao final da
etapa de treinamento, bem como 24 h ap6s treinamento. Por outro lado, encontraram
aumento no congelamento para machos ELS durante o periodo “seguro”, sugerindo
expressdo inespecifica de medo enquanto ndo havia ameaca real para esses animais (ARP et
al., 2016). Embora os mecanismos subjacentes ao maior congelamento diante de situagdes
seguras nos animais que foram expostos ao ELS néo esteja claro, os autores sugerem que
isso pode ser resultado de processos comprometidos de aprendizagem de contexto (e de
reconhecimento da seguranca do contexto), generalizagdo do medo (especificidade de medo
prejudicada), habilidades de inibir respostas de medo ou uma combinacdo desses fatores
(ARP et al., 2016).

O ELS também mostrou aumentar respostas de sobressalto (KALINICHEV et al.,
2002) e, de maneira semelhante, protocolo de separacdo materna aumentou os efeitos
adversos de choque inescapavel nas patas (CHABY; ZHANG; LIBERZON, 2017) em
roedores adultos. Além disso, a exposi¢do a um segundo estressor na vida adulta aumentou

comportamentos tipo ansiosos e de medo em animais submetidos a ELS (IMANAKA et al.,
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2006), o que se correlaciona com o interesse principal desse projeto e o delineamento que
propomos, bem como tem grande similaridade com efeitos duradouros do ELS em
caracteristicas do TEPT (CHABY; ZHANG; LIBERZON, 2017). Ainda, trabalhos avaliando
0 comportamento na vida adulta da prole de maes com taxas naturalmente altas de cuidado
materno (alta taxa de licking-grooming e arched-back nursing) indicou respostas
comportamentais de medo/ansiedade reduzidas em comparagcdo com a prole de mées com
baixa taxa desses cuidados, como maior exploragdo no teste de campo aberto, menor laténcia
para iniciar alimentacdo e mais tempo se alimentando quando colocados em ambiente novo
(CALDJI et al., 1998), bem como menor congelamento no teste de medo condicionado
(CHAMPAGNE et al., 2008), indicando importantes contribuigdes desses cuidados maternos
no desenvolvimento e respostas da prole a longo prazo. Os mecanismos envolvidos no
modelo de LBN e relacionados a essas mudangas emocionais ainda ndo estdo claros, mas
problemas na maturacdo ou reconexdes neuronais ja foram propostas (CHEN; BARAM,
2016).

Diferengas comportamentais entre machos e fémeas também tém sido cada vez mais
exploradas, uma vez que reconhecidamente o sexo € uma varidvel bioldgica importante na
consequéncia e vulnerabilidade ao estresse, tanto em modelos pré-clinicos quanto na
populacdo (DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013; BOCK et al., 2014; CURLEY;
CHAMPAGNE, 2016), além do considerdvel viés sexual na prevaléncia de distarbios
induzidos por adversidade precoce (BOCK et al., 2014). Filhotes machos e fémeas
submetidos ao modelo de LBN nem sempre apresentam fenotipos semelhantes (WALKER et
al., 2017). Alguns trabalhos demonstraram respostas diferenciais em machos e fémeas em
testes de medo e ansiedade apos protocolo de ELS, com camundongos machos expressando

aumento de comportamentos do tipo-ansioso no teste de campo aberto e no labirinto em cruz
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elevado, o que néo foi observado para fémeas (GUADAGNO; WONG; WALKER, 2018), e
também no labirinto em ‘“zero” elevado (COUTELLIER et al.,, 2008). Outro estudo
demonstrou que o ELS levou a aumento de congelamento (freezing) em teste de medo
condicionado ao som apenas para machos (ARP et al., 2016), enquanto Coutellier et al.
(2008) encontraram respostas semelhantes no teste de campo aberto para camundongos
machos e fémeas submetidos a diferentes tratamentos de cuidados maternos.

Em revisdo sobre o modelo LBN, Walker et al. (2017) encontraram que mais de 60%
dos trabalhos relataram algum tipo de efeito significativo apenas para machos, enquanto
cerca de 30% efeito apenas para fémeas, 0 que contrasta com os relatos clinicos, onde
mulheres parecem mais sensiveis as consequéncias do estresse precoce e ao
desenvolvimento de transtornos relacionados ao estresse e ansiedade, incluindo o TEPT
(KESSLER et al., 2005; DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013; SCHONER et al.,
2017). Nossos resultados preliminares indicam estratégias comportamentais e influéncias
aparentemente diferentes para machos e fémeas, especialmente na compara¢do no pos-
trauma, ou seja, a reatividade apds ter sido previamente exposto ao predador, bem como ao
ELS

A literatura é vasta a respeito de estruturas relevantes na organizacdo e geracdo das
respostas comportamentais defensivas e integracdo de estados aversivos, como o hipotalamo,
0 complexo amigdaloide, a substancia cinzenta pariaqueductal dorsal e o0s corpos
quadrigémeos (BRANDAO et al., 2003, 2005; MCNAUGHTON; CORR, 2004). Mais
especificamente sobre os comportamentos defensivos ou do tipo-péanico exibidos por
roedores na arena poligonal diante de confronto com predador, estruturas diencefalicas,
como o hipotdlamo dorso-medial e posterior parecem criticamente envolvidos na

organizacdo de respostas de fuga orientada, enquanto neur6nios da substéncia cinzenta



100
pariaqueductal dorsal estariam mais envolvidos na elaboracdo de respostas vigorosas néo
orientadas/explosivas (BIAGIONI et al., 2016). Por exemplo, reacdo limbica mesencefalica
mais explosiva pode ser provocada em uma situacdo de ameaga intensa ou estimulo
inesperado, e reacdo diencefalica em situacdes aversivas mais moderadas ou em reacGes de
fuga orientadas para um local seguro para evitar a predacio (URIBE-MARIO et al., 2012;
TWARDOWSCHY et al., 2013; ALMADA; COIMBRA, 2015; ULLAH et al.,, 2015;
BIAGIONI et al., 2016).

N&o encontramos diferencas na ativacdo da PAG dorso medial entre os grupos ELS e
CTRL ou entre grupos que foram submetidos ou ndo ao trauma na vida adulta, o que seria
esperado, dado o papel relatado da PAG nas respostas da fuga e o resultado comportamental
encontrado, de fuga aumentada par os animais ELS que passaram pelo trauma em
comparagdo com 0s que ndo passaram. Por outro lado, encontramos ativagdo aumentada do
PVN em animais ELS que foram expostos a serpente, o que pode estar refletindo as
mudancas comportamentais observadas. Além das estruturas aqui investigadas, o0 complexo
amigdaloide, o hipocampo e a coértex pré-frontal sdo regibes do sistema limbico
evidentemente alteradas no TEPT (MAHAN; RESSLER, 2012). A amigdala esta
relacionada com regulacdo do medo condicionado em estudos com humanos e com outros
animais e recebe projeces do hipocampo e do cértex pré-frontal, os quais aparecem com
ativacdo reduzida nos pacientes com TEPT, podendo estar relacionado com um controle
reduzido da amigdala e sua hiperresponsividade a estimulos de medo (ETKIN; WAGER,
2007; FRANCATI; VERMETTEN; BREMNER, 2007; MAHAN; RESSLER, 2012) o que
reflete numa desregulacéo na resposta de medo, como observado no TEPT.

Ainda, circuitos neurais especificos e diferentes estruturas encefalicas parecem

responder em conformidade com a natureza do estimulo a que o individuo é exposto. Alguns
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trabalhos tém mostrado, por exemplo, que o recrutamento de mecanismos dopaminérgicos
na expressao de respostas a situacdes ameacadoras parece depender do tipo de estimulo
emocional aversivo, sendo diferentes quando o estimulo é de natureza condicionada ou
incondicionada (BRANDAO et al., 2005, 2015; MUTHURAJU et al., 2014). De maneira
geral, estruturas mais rostrais do neuroeixo, como o complexo amigdaloide, parecem mediar
a expressao de respostas condicionadas de medo, enquanto estruturas mais caudais, estariam
modulando a expressdo de respostas de medo incondicionado (BRANDAO et al., 2015).
Assim, seria interessante explorar a ativacdo de circuitos neuronais no modelo utilizado de
TEPT, ndo somente pos re-exposi¢do ao contexto (resposta condicionada), mas também logo
ap6s a exposicdo a serpente (resposta de medo incondicionada), a fim de se explorar
potenciais diferencas de ativacdo diantes das caracteristicas diferentes que essas situagdes
expressam.

Muitos sistemas estdo afetados pelo ELS e podem contribuir para efeitos a longo
prazo, regulacdo de processos de medo e maior vulnerabilidade a psicopatologias. Esses
efeitos resultam da interacdo entre ambiente e genes, especialmente em periodos sensiveis
(BOCK et al., 2014; CHEN; BARAM, 2016), trazendo a influéncia da regulacdo epigenética
na expressao génica desses sistemas, como a metilagdo do DNA de genes para a proteina de
ligacdo ao FKBP, para o fator neurotréfico derivado do cérebro (Brain-derived neurotrofphic
fator — BDNF), do receptor GR (NR3C1), entre outros (CALDJI et al., 1998; KALINICHEV
et al.,, 2002; YEHUDA et al., 2010; PALMA-GUDIEL et al., 2015). Entender melhor a
relacdo entre esses sistemas, bem como a melhor caracterizagdo das janelas de
desenvolvimento sdo importantes para potenciais estratégias de tratamentos em individuos

vulneraveis.
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9. CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados sugerem que o protocolo de LBN permite estudar
consequéncias a curto e a longo prazo do ELS e que o paradigma comportamental de
exposicdo a predador, especialmente, o de arena poligonal com serpentes pode ser uma
ferramenta Gtil para explorar os efeitos comportamentais e neurobioldgicos tipo-TEPT.
Podemos concluir que as primeiras semanas pds-natais sdo janelas de desenvolvimento
criticas do sistema nervoso, uma vez que a maioria dos parametros avaliados apresenta um
padrdo diferencial de ativacdo entre P9 e P21, independente da submissdo ou ndo ao
protocolo de ELS, e que este pode induzir alteracdes funcionais na atividade neuronal
hipocampal, inferidas a partir da maior amplitude de mEPSCs em animais submetidos ao
ELS em P9. Além disso, o ELS associado a estressores agudos na vida adulta parece
contribuir para alteracbes de comportamentos defensivos e reaces de medo, bem como
ativacdo diferencial de alguns circuitos neuronais (resumo dos principais resultados na
Tabela 11).

Assim, individuos vulneraveis e resilientes podem ndo contar com diferencas drasticas,
mas sutis, por exemplo, tais como alteracGes na atividade eletrofisiolégica em regides
cerebrais especificas e essas mudancas podem ser mais proeminentes ap6s um segundo hit
apresentado ou quando submetem-se esses individuos a desafios mais tardios. Estudos
futuros explorando as consequéncias do ELS nos papéis e padrbes de atividade dos IEGs na
plasticidade sinaptica e em outros periodos do desenvolvimento pds-natal, bem como o
detalhnamento dos circuitos subjacentes as consequéncias comportamentais e ao
processamento emocional e de memoria pos-trauma ainda sdo importantes para compreender
a dindmica do encéfalo em desenvolvimento e identificar individuos vulneraveis e resilientes

a psicopatologias.



103

Tabela 11. Resumo dos principais efeitos neurais e comportamentais encontrados apds o ELS.

P9

P21

P120

Expresséo génica de
Egrl

Eletrofisiologia
(registros de mEPSCs)

Células dVvenus
positivas

Imunofluorescencia -
colocalizacdo dVenus+
e Arc+
ImunoistoquimicaDAB
- Egrl
ImunoistoquimicaDAB
- Arc

ImunoistoquimicaDAB
- c-Fos

Comportamento
(cuidado materno
e TEPT)

N&o investigado. Resultados

prévios do laboratorio:
ELS < CTRL (machos).
ELS maior amplitude do
CTRL, e do que P21 CTRL
and P21 ELS.

Auséncia de células
dVenus+

Auséncia de células
dVenus+ e Arc+

Sem diferengas (DG)

Auséncia de células Arc+

Sem diferengas

De P2 a P9:

ELS > CTRL Taxa de
entropia do cuidado
materno;

ELS > CTRL ninho;
ELS < CTRL longe néo-
explorando;

ELS < CTRL alimentando-
se

Sem diferencas

Sem diferencas

ELS < CTRL apenas
na lamina
infrapyramidal do DG
(regido posterior)

Sem diferencas

Sem diferengas (CAL)

Sem diferencas

ELS < CTRL
(densidade de células)
na lamina
suprapyramidal do DG
e no DG total (regido
anterior)

Né&o investigado

Né&o investigado

N&o investigado

N&o investigado

N&o investigado

N&o investigado

Né&o investigado

ELS > CTRL (densidade
de células) no PVN

ELS > CTRL fuga na
Sessao exposicao
(machos);

ELS > CTRL interagédo
com serpente na sessao
exposicdo (machos);
ELS > CTRL tempo de
toca (fémeas);

ELS com truma > ELS
sem trauma para fuga
(machos);

ELS sem trauma < CTRL
sem trauma na interagéo
com exuvia (machos)




104

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADVANI, T.; HENSLER, J. G.; KOEK, W. Effect of early rearing conditions on alcohol
drinking and 5-HT1A receptor function in C57BL/6J mice. The international journal of
neuropsychopharmacology / official scientific journal of the Collegium Internationale
Neuropsychopharmacologicum (CINP), v. 10, n. 5, p. 595-607, 2007.

ALMADA, R. C. et al. Endocannabinoid signaling mechanisms in the substantia nigra pars
reticulata modulate GABAergic nigrotectal pathways in mice threatened by urutu-cruzeiro
venomous pit viper. Neuroscience, v. 303, p. 503-514, 2015.

ALMADA, R. C.; COIMBRA, N. C. Recruitment of striatonigral disinhibitory and nigrotectal
inhibitory GABAergic pathways during the organization of defensive behavior by mice in a
dangerous environment with the venomous snake Bothrops alternatus (Reptilia, Viperidae).
Synapse, v. 69, n. 6, p. 299-313, 2015.

ALVES, N. D. et al. Chronic stress targets adult neurogenesis preferentially in the
suprapyramidal blade of the rat dorsal dentate gyrus. Brain Structure and Function, v. 223, n.
1, p. 415-428, 2018.

AMARAL, D. G.; DENT, J. A. Development of the mossy fibers of the dentate gyrus: I. A light
and electron microscopic study of the mossy fibers and their expansions. Journal of

Comparative Neurology, v. 195, n. 1, p. 51-86, 1981.

AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION. Manual Diagnéstico e Estatistico de

Transtornos Mentais - DSM-5. [s.I: s.n.]

ANISMAN, H. et al. Do early-life events permanently alter behavioral and hormonal responses
to stressors? International Journal of Developmental Neuroscience, v. 16, n. 3-4, p. 149-164,
1998.

ARP, J. M. et al. Blocking glucocorticoid receptors at adolescent age prevents enhanced freezing
between repeated cue-exposures after conditioned fear in adult mice raised under chronic early

life stress. Neurobiology of Learning and Memory, v. 133, p. 30-38, 2016.

BAES, C. V. W. et al. Assessment of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity:

Glucocorticoid receptor and mineralocorticoid receptor function in depression with early life



105

stress - A systematic review. Acta Neuropsychiatrica, v. 24, n. 1, p. 4-15, 2012.

BIAGIONI, A. F. et al. Neuroethological validation of an experimental apparatus to evaluate
oriented and non-oriented escape behaviours: Comparison between the polygonal arena with a
burrow and the circular enclosure of an open-field test. Behavioural Brain Research, v. 298, p.
65-77, 2016.

BLANCHARD, D. C. et al. Risk assessment as an evolved threat detection and analysis process.
Neuroscience and Biobehavioral Reviews, v. 35, n. 4, p. 991-998, 2011.

BLANCHARD, D. C. Translating dynamic defense patterns from rodents to people.
Neuroscience and Biobehavioral Reviews, v. 76, p. 22-28, 2017.

BLANCHARD, D. C.; BLANCHARD, R. J.; RODGERS, R. J. Risk assessment and animal
models of anxiety. Advances in Pharmacological Science, p. 117-134, 1991.

BLANCHARD, R. J.; BLANCHARD, D. C. Ethoexperimental Approaches. Annual Review of
Psychology, v. 39, p. 43-68, 1988.

BOCK, J. et al. Perinatal programming of emotional brain circuits: An integrative view from
systems to molecules. Frontiers in Neuroscience, v. 8, n. 8 FEB, p. 1-16, 2014.

BORGHANS, B.; HOMBERG, J. R. Animal models for posttraumatic stress disorder: An
overview of what is used in research. World Journal of Psychiatry, v. 5, n. 4, p. 387, 2015.

BRANDAO, M. L. et al. The relevance of neuronal substrates of defense in the midbrain tectum
to anxiety and stress: Empirical and conceptual considerations. European Journal of
Pharmacology, v. 463, n. 1-3, p. 225-233, 2003.

BRANDAO, M. L. et al. Gabaergic regulation of the neural organization of fear in the midbrain

tectum. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, v. 29, p. 1299-1311, 2005.

BRANDAO, M. L. et al. Dual role of dopamine D 2 -like receptors in the mediation of
conditioned and unconditioned fear. v. 589, p. 3433-3437, 2015.

CALDIJI, C. et al. Maternal care during infancy regulates the development of neural.
Proceedings of the National Academy of Sciences Neurobiology, v. 95, n. April, p. 5335-
5340, 1998.



106

CALIGIONI, C. Assessing reproductive status/stages in mice. Current Protocols in
Neuroscience, v. 48, p. 1-11, 2010.

CARR, C. P. et al. The role of early life stress in adult psychiatric disorders: A systematic review
according to childhood trauma subtypes. Journal of Nervous and Mental Disease, v. 201, n.
12, p. 1007-1020, 2013.

CHABY, L. E.; ZHANG, L.; LIBERZON, I. The effects of stress in early life and adolescence
on posttraumatic stress disorder, depression, and anxiety symptomatology in adulthood. Current

Opinion in Behavioral Sciences, v. 14, p. 86-93, 2017.

CHAMPAGNE, D. L. et al. Maternal care and hippocampal plasticity: Evidence for experience-
dependent structural plasticity, altered synaptic functioning, and differential responsiveness to

glucocorticoids and stress. Journal of Neuroscience, v. 28, n. 23, p. 6037-6045, 2008.

CHEN, Y.; BARAM, T. Z. Toward understanding how early-life stress reprograms cognitive
and emotional brain networks. Neuropsychopharmacology, v. 41, n. 1, p. 197-206, 2016.

COHEN, H. et al. Distinctive hippocampal and amygdalar cytoarchitectural changes underlie
specific patterns of behavioral disruption following stress exposure in an animal model of PTSD.
European Neuropsychopharmacology, v. 24, n. 12, p. 1925-1944, 2014.

COHEN, H.; ZOHAR, J. An animal model of posttraumatic stress disorder: The use of cut-off
behavioral criteria. Annals of the New York Academy of Sciences, v. 1032, p. 167-178, 2004.

COHEN, P.; BROWN, J.; SMAILE, E. Child abuse and neglect and the development of mental
disorders in the general population. Development and psychopathology, v. 13, n. 4, p. 981-
999, 2001.

COIMBRA, N. C. et al. Critical neuropsychobiological analysis of panic attack- and anticipatory
anxiety-like behaviors in rodents confronted with snakes in polygonal arenas and complex
labyrinths: A comparison to the elevated plus- and T-maze behavioral tests. Revista Brasileira
de Psiquiatria, v. 39, n. 1, p. 72-83, 2017a.

COIMBRA, N. C. et al. Opioid neurotransmission modulates defensive behavior and fear-

induced antinociception in dangerous environments. Neuroscience, v. 354, p. 178-195, 2017b.

CORA, M. C.; KOISTRA, L.; TRAVLOS, G. Vaginal Cytology of the Laboratory Rat and



107

Mouse: Review and Criteria for the Staging of the Estrous Cycle Using Stained Vaginal Smears.
Toxicologic Pathology, v. 43, p. 776793, 2015.

CORRAL-FRIAS, N. S. et al. Involvement of the ventral tegmental area in a rodent model of
post-traumatic stress disorder. Neuropsychopharmacology, v. 38, n. 2, p. 350-363, 2013.

COSTA, H. H. V.; VILELA, F. C.; GIUSTI-PAIVA, A. Continuous central infusion of
cannabinoid receptor agonist WIN 55,212-2 decreases maternal care in lactating rats:
Consequences for fear conditioning in adulthood males. Behavioural Brain Research, v. 257,
p. 31-38, 2013.

COUTELLIER, L. et al. Variations in the postnatal maternal environment in mice: Effects on
maternal behaviour and behavioural and endocrine responses in the adult offspring. Physiology
and Behavior, v. 93, n. 1-2, p. 395-407, 2008.

CURLEY, J. P.; CHAMPAGNE, F. A. Influence of maternal care on the developing brain:
Mechanisms, temporal dynamics and sensitive periods. Frontiers in Neuroendocrinology, v.
40, p. 52-66, 2016.

DANNLOWSKI, U. et al. Limbic scars: Long-term consequences of childhood maltreatment
revealed by functional and structural magnetic resonance imaging. Biological Psychiatry, v. 71,
n. 4, p. 286-293, 2012.

DASKALAKIS, N. P.; YEHUDA, R.; DIAMOND, D. M. Animal models in translational
studies of PTSD. Psychoneuroendocrinology, v. 38, n. 9, p. 1895-1911, 2013.

DAVIS, E. P. et al. Exposure to unpredictable maternal sensory signals influences cognitive
development across species. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, v. 114, n. 39, p. 10390-10395, 2017.

DE KLOET, E. R.; JOELS, M.; HOLSBOER, F. Stress and the brain: From adaptation to

disease. Nature Reviews Neuroscience, v. 6, n. 6, p. 463-475, 2005.

DE KLOET, E. R.; SARABDJITSINGH, R. A. Everything has rhythm: Focus on glucocorticoid
pulsatility. Endocrinology, v. 149, n. 7, p. 3241-3243, 2008.

DERKS, N. A. et al. Effects of early life stress on rodent hippocampal synaptic plasticity: a

systematic review. Current Opinion in Behavioral Sciences, v. 14, n. April, p. 155-166, 2017.



108

DERKS, N. A. V. et al. Effects of early life stress on synaptic plasticity in the developing
hippocampus of male and female rats. PLoS ONE, v. 11, n. 10, p. 1-17, 2016.

DUCLOT, F.; KABBAJ, M. The role of early growth response 1 (EGR1) in brain plasticity and
neuropsychiatric disorders. Frontiers in Behavioral Neuroscience, v. 11, n. March, p. 1-20,
2017.

EGUCHI, M.; YAMAGUCHI, S. In vivo and in vitro visualization of gene expression dynamics
over extensive areas of the brain. Neurolmage, v. 44, n. 4, p. 1274-1283, 2009.

ETKIN, A.; WAGER, T. D. Functional neuroimaging of anxiety: A meta-ana lysis of emotional
processing in PTSD, social anxiety disorder, and specific phobia. American Journal of
Psychiatry, v. 164, n. 10, p. 1476-1488, 2007.

FARAVELLI, C. et al. Childhood traumata, Dexamethasone Suppression Test and psychiatric
symptoms: a trans-diagnostic approach. Psychological medicine, v. 40, n. 12, p. 2037-2048,
2010.

FRAGKAKI, I.; THOMAES, K.; SIIBRANDIJ, M. Posttraumatic stress disorder under ongoing
threat: A review of neurobiological and neuroendocrine findings. European Journal of

Psychotraumatology, v. 7, p. 1-13, 2016.

FRANCATI, V.; VERMETTEN, E.; BREMNER, J. D. Functional neuroimaging studies in
posttraumatic stress disorder: review of current methods and findings. Depression and Anxiety,
v. 24, p. 202-218, 2007.

FRANKLIN, K. B. J.; PAXINOS, G. The mouse brain in stereotaxic coordinates. Third edit

ed. [s.l.] Elsevier Inc., [s.d.]

GARCIA-CAIRASCO, N. et al. Neuroethological and morphological (Neo-Timm staining)
correlates of limbic recruitment during the development of audiogenic kindling in seizure
susceptible Wistar rats. Epilepsy Research, v. 26, n. 1, p. 177-192, 1996.

GOUTY-COLOMER, L. A. et al. Arc expression identifies the lateral amygdala fear memory
trace. Molecular Psychiatry, v. 21, n. 3, p. 364-375, 2016.

GRAEFF, F. G. Bases biologicas do transtorno de estresse pos-traumatico. Revista Brasileira
de Psiquiatria, v. 25, n. SUPPL. 1, p. 21-24, 2003.



109

GROGER, N. et al. Stress in utero alters neonatal stress-induced regulation of the synaptic
plasticity proteins Arc and Egrl in a sex-specific manner. Brain Structure and Function, v.
221,n. 1, p. 679685, 2014.

GUADAGNO, A.; WONG, T. P.; WALKER, C. D. Morphological and functional changes in the
preweaning basolateral amygdala induced by early chronic stress associate with anxiety and fear
behavior in adult male, but not female rats. Progress in Neuro-Psychopharmacology and
Biological Psychiatry, v. 81, n. August 2017, p. 25-37, 2018.

GUZOWSKI, J. F. et al. Inhibition of activity-dependent arc protein expression in the rat
hippocampus impairs the maintenance of long-term potentiation and the consolidation of long-
term memory. Journal of Neuroscience, v. 20, n. 11, p. 3993-4001, 2000.

HEIM, C. et al. Pituitary-adrenal and automatic responses to stress in women after sexual and
physical abuse in childhood Heim C. Journal of the American Medical Association, v. 284, n.
5, p. 592-597, 2000.

HEIM, C. et al. The link between childhood trauma and depression: Insights from HPA axis
studies in humans. Psychoneuroendocrinology, v. 33, n. 6, p. 693-710, 2008.

HEIM, C.; NEMEROFF, C. B. The role of childhood trauma in the neurobiology of mood and
anxiety disorders: preclinical and clinical studies. Biological psychiatry, v. 49, n. 12, p. 1023-
1039, 2001.

HEIM, C.; NEMEROFF, C. B. Neurobiology of post-traumatic stress disorder. CNS Spectrums,
v. 14, n. 1, p. 13-24, 20009.

IMANAKA, A. et al. Importance of early environment in the development of post-traumatic

stress disorder-like behaviors. Behavioural Brain Research, v. 173, n. 1, p. 129-137, 2006.

INSEL, T. R. From Animal Models to Model Animals. Biological Psychiatry, v. 62, n. 12, p.
1337-1339, 2007.

JOCA, S. R. L.; PADOVAN, C. M.; GUIMARAES, F. S. Estresse, depresséo e hipocampo.
Revista Brasileira de Psiquiatria, v. 25, n. SUPPL. 2, p. 46-51, 2003.

JOELS, M. et al. Chronic stress: Implications for neuronal morphology, function and

neurogenesis. Frontiers in Neuroendocrinology, v. 28, n. 2-3, p. 72-96, 2007.



110

JOELS, M.; BARAM, T. Z. The neuro-symphony of stress. Nat Rev Neurosci, v. 10, n. 6, p.
459-466, 2009.

KACZKURKIN, A. N. et al. Neural substrates of overgeneralized conditioned fear in PTSD.
American Journal of Psychiatry, v. 174, n. 2, p. 125-134, 2017.

KALINICHEV, M. et al. Long-lasting changes in stress-induced corticosterone response and
anxiety-like behaviors as a consequence of neonatal maternal separation in Long-Evans rats.

Pharmacology Biochemistry and Behavior, v. 73, n. 1, p. 131-140, 2002.

KANATSOU, S. et al. Overexpression of mineralocorticoid receptors in the mouse forebrain
partly alleviates the effects of chronic early life stress on spatial memory, neurogenesis and
synaptic function in the dentate gyrus. Frontiers in Cellular Neuroscience, v. 11, n. May, p. 1-
13, 2017.

KARST, H.; JOELS, M. Severe stress hormone conditions cause an extended window of
excitability in the mouse basolateral amygdala. Neuropharmacology, v. 110, p. 175-180, 2016.

KEMENY, J. G.; SNELL, J. L. Finite Markov Chains. Princeton, NJ: Springer-Verlag, 1976.

KESSLER, R. C. et al. Lifetime prevalence and age-of-onset distribuitions of DSM-IV disorders
in the National Comorbity Survey Replication. Archives of General Psychiatry, v. 62, n. June
2005, p. 134-147, 2005.

KRUGERS, H. J. et al. Early life adversity: Lasting consequences for emotional learning.
Neurobiology of Stress, v. 6, p. 14-21, 2017.

KUMAR, G. et al. Early life stress enhancement of limbic epileptogenesis in adult rats:
mechanistic insights. PloS one, v. 6, n. 9, p. 24033, 2011.

LADD, C. O. et al. Chapter 7 Long-term behavioral and neuroendocrine adaptations to adverse
early experience. n. July 2015, p. 81-103, 1999.

LIU, D. et al. Maternal care, hippocampal synaptogenesis and cognitive development in rats.
Nature Neuroscience, v. 3, n. 8, p. 799-806, 2000.

LOI, M. et al. Age- and sex-dependent effects of early life stress on hippocampal neurogenesis.
Frontiers in Endocrinology, v. 5, n. FEB, p. 1-11, 2014.



111

LOI, M. et al. Effects of early-life stress on cognitive function and hippocampal structure in
female rodents. Neuroscience, v. 342, p. 101-119, 2017.

LUCASSEN, P. J. et al. Neuropathology of stress. Acta Neuropathologica, v. 127, p. 109-135,
2014.

LUPIEN, S. J. et al. Effects of stress throughout the lifespan on the brain, behaviour and
cognition. Nature Reviews Neuroscience, v. 10, n. 6, p. 434445, 20009.

MAHAN, A. L.; RESSLER, K. J. Fear conditioning, synaptic plasticity and the amygdala:
Implications for posttraumatic stress disorder. Trends in Neurosciences, v. 35, n. 1, p. 24-35,
2012.

MARRONI, S. S. et al. Neuroanatomical and cellular substrates of hypergrooming induced by
microinjection of oxytocin in central nucleus of amygdala, an experimental model of compulsive
behavior. Molecular Psychiatry, v. 12, n. 12, p. 1103-1117, 2007.

MARTIN, S. et al. Corticosterone alters AMPAR mobility and facilitates bidirectional synaptic
plasticity. PLoS ONE, v. 4, n. 3, p. 1-8, 2009.

MCEWEN, B. S. Mood disorders and allostatic load. Biological Psychiatry, v. 54, n. 3, p. 200—
207, 2003.

MCNAUGHTON, N.; CORR, P. J. A two-dimensional neuropsychology of defense:
Fear/anxiety and defensive distance. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, v. 28, n. 3, p.
285-305, 2004.

MEYZA, K. Z. et al. The effect of age on the dynamics and the level of c-Fos activation in
response to acute restraint in Lewis rats. Behavioural Brain Research, v. 180, n. 2, p. 183-189,
2007.

MINATOHARA, K.; AKIYOSHI, M.; OKUNO, H. Role of immediate-early genes in synaptic
plasticity and neuronal ensembles underlying the memory trace. Frontiers in Molecular
Neuroscience, v. 8, n. JAN2016, p. 1-11, 2016.

MO, J. et al. Early growth response 1 (Egr-1) directly regulates GABA A receptor a2, o4, and 0
subunits in the hippocampus. Journal of Neurochemistry, v. 133, n. 4, p. 489-500, 2015.



112

MOLET, J. et al. Naturalistic rodent models of chronic early-life stress. Developmental
Psychobiology, v. 56, n. 8, p. 1675-1688, 2014.

MOLET, J. et al. Fragmentation and high entropy of neonatal experience predict adolescent

emotional outcome. Translational Psychiatry, v. 6, n. October 2015, 2016.

MUTHURAJU, S. et al. Distinct effects of haloperidol in the mediation of conditioned fear in
the mesolimbic system and processing of unconditioned aversive information in the inferior.
Neuroscience, v. 261, p. 195-206, 2014.

NAKAYAMA, D. et al. Long-delayed expression of the immediate early gene Arc/Arg3.1
refines neuronal circuits to perpetuate fear memory. Journal of Neuroscience, v. 35, n. 2, p.
819-830, 2015.

NEWPORT, D. J.; NEMEROFF, C. B. Neurobiology of posttraumatic stress disorder. Current
Opinion in Neurobiology, v. 10, n. 2, p. 211-218, 2000.

NICOLAS, C. Evidence for a link between early life stress and adult aggression — The role of the

hypothalamus- pituitary-adrenal axis. BioSciences Master Reviews, p. 1-8, 2013.

OKUNO, H. Regulation and function of immediate-early genes in the brain : Beyond neuronal
activity markers. Neuroscience Research, v. 69, n. 3, p. 175-186, 2011.

OOMEN, C. A. et al. Severe Early Life Stress Hampers Spatial Learning and Neurogenesis, but
Improves Hippocampal Synaptic Plasticity and Emotional Learning under High-Stress
Conditions in Adulthood. The Journal of Neuroscience, v.30, n.19, p. 6635-6645 , 2010.

OOMEN, C. A. et al. Early maternal deprivation affects dentate gyrus structure and emotional
learning in adult female rats. Psychopharmacology, v.214, p.249-260, 2011.

OSORIO, C. et al. Adapting to Stress: Understanding the Neurobiology of Resilience.
Behavioral Medicine, v. 43, n. 4, p. 307-322, 2017.

PALMA-GUDIEL, H. et al. Glucocorticoid receptor gene (NR3C1) methylation processes as
mediators of early adversity in stress-related disorders causality: A critical review. Neuroscience
and Biobehavioral Reviews, v. 55, p. 520-535, 2015.

PAPE, H. C.; PARE, D. Plastic synaptic network of the amygdala for the acquisition, expression



113

and extinction of conditioned fear. Physiological Reviews, v. 90, n. 2, p. 419-463, 2010.

PASCHOALIN-MAURIN, T. et al. The Rodent-versus-wild Snake Paradigm as a Model for
Studying Anxiety- and Panic-like Behaviors: Face, Construct and Predictive Validities.
Neuroscience, v. 369, p. 336-349, 2018.

PILLAI, A. G. et al. Early life stress determines the effects of glucocorticoids and stress on
hippocampal  function:  Electrophysiological and behavioral evidence respectively.
Neuropharmacology, v. 133, p. 307-318, 2018.

POKORNY, J.; YAMAMOTO, T. Postnatal ontogenesis of hippocampal CA1 area in rats. I.
Development of dendritic arborisation in pyramidal neurons. Brain Research Bulletin, v. 7, n.
2, p. 113-120, 1981.

QIN, X. et al. Early growth response 1 (Egr-1) regulates N-methyl-daspartate receptor
(NMDAR)-dependent transcription of PSD-95 and a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
propionic acid receptor (AMPAR) trafficking in hippocampal primary neurons. Journal of
Biological Chemistry, v. 290, n. 49, p. 29603-29616, 2015.

QIU, B. et al. Loss of FKBP5 Affects Neuron Synaptic Plasticity: An Electrophysiology Insight.
Neuroscience, v. 402, p. 23-36, 2019.

REVEST, J. M. et al. The enhancement of stress-related memory by glucocorticoids depends on
synapsin-la/lb. Molecular Psychiatry, v. 15, n. 12, p. 1140-1151, 2010.

RIBONI, F. V.; BELZUNG, C. Stress and psychiatric disorders: from categorical to dimensional
approaches. Current Opinion in Behavioral Sciences, v. 14, p. 72-77, 2017.

RICE, C. J. et al. A novel mouse model for acute and long-lasting consequences of early life
stress. Endocrinology, v. 149, n. 10, p. 4892-4900, 2008.

RUIZ, J. E. et al. Psiconeuroendocrinologia do transtorno de estresse pds-traumatico. Revista
Brasileira de Psiquiatria, v. 29, n. suppl 1, p. s7-s12, 2007.

RYAN, J. et al. Biological underpinnings of trauma and post-traumatic stress disorder: Focusing

on genetics and epigenetics. Epigenomics, v. 8, n. 11, p. 1553-1569, 2016.

SCHMIDT, B.; MARRONE, D. F.; MARKUS, E. J. Disambiguating the similar: The dentate



114

gyrus and pattern separation. Behavioural Brain Research, v. 226, n. 1, p. 56-65, 2012.

SCHONER, J. et al. Post-traumatic stress disorder and beyond: an overview of rodent stress
models. Journal of Cellular and Molecular Medicine, v. 21, n. 10, p. 2248-2256, 2017.

SHERIN, J. E.; NEMEROFF, C. B. Post-traumatic stress disorder: The neurobiological impact

of psychological trauma. Dialogues in Clinical Neuroscience, v. 13, n. 3, p. 263-278, 2011.

SILVA, A. J. et al. Molecular and cellular approaches to memory allocation in neural circuits.
Science, v. 326, n. 5951, p. 391-395, 20009.

SNYDER, J. S. et al. Anatomical gradients of adult neurogenesis and activity: Young neurons in
the ventral dentate gyrus are activated by water maze training. Hippocampus, v. 19, n. 4, p.
360-370, 2009.

SONG, S.; GLEESON, J. G. Early life experience shapes neural genome. Science, v. 359, n.
6382, p. 1330-1331, 2018.

STRUBER, N.; STRUBER, D.; ROTH, G. Impact of early adversity on glucocorticoid
regulation and later mental disorders. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, v. 38, n. 1, p.
17-37, 2014.

TEJADA, J. et al. Characterization of the rat exploratory behavior in the elevated plus-maze with
Markov chains. v. 193, p. 288-295, 2010.

TOTH, M. et al. Overexpression of forebrain CRH during early life increases trauma
susceptibility in adulthood. Neuropsychopharmacology, v. 41, n. 6, p. 1681-1690, 2016.

TWARDOWSCHY, A. et al. The role of 5-HT1A receptors in the anti-aversive effects of
cannabidiol on panic attack-like behaviors evoked in the presence of the wild snake Epicrates
cenchria crassus (Reptilia, Boidae). Journal of Psychopharmacology, v. 27, n. 12, p. 1149—
1159, 2013.

ULLAH, F. et al. Relevance of dorsomedial hypothalamus, dorsomedial division of the
ventromedial hypothalamus and the dorsal periaqueductal gray matter in the organization of
freezing or oriented and non-oriented escape emotional behaviors. Behavioural Brain
Research, v. 293, p. 143-152, 2015.



115

URIBE-MARIO, A. et al. Anti-aversive effects of cannabidiol on innate fear-induced behaviors
evoked by an ethological model of panic attacks based on a prey vs the wild snake epicrates
cenchria crassus confrontation paradigm. Neuropsychopharmacology, v. 37, n. 2, p. 412-421,
2012.

VAN VOORHEES, E.; SCARPA, A. The effects of child maltreatment on the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis. Trauma, Violence & Abuse, v. 5, n. 4, p. 333-352, 2004.

WALKER, C. D. et al. Chronic early life stress induced by limited bedding and nesting (LBN)
material in rodents: critical considerations of methodology, outcomes and translational potential.
Stress, v. 20, n. 5, p. 421448, 2017.

WEAVER, I. C. G. Epigenetic programming by maternal behavior and pharmacological
intervention - Nature versus nurture: Let’s call the whole thing off. Epigenetics, v. 2, n. 1, p. 22—
28, 2007.

WU, M. V. et al. Functional differentiation of adult-born neurons along the septotemporal axis

of the dentate gyrus. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, v. 7, n. 8, 2015.

XIE, L. et al. Early life stress-induced histone acetylations correlate with activation of the
synaptic plasticity genes Arc and Egrl in the mouse hippocampus. Journal of Neurochemistry,
v. 125, n. 3, p. 457-464, 2013.

YEHUDA, R. et al. Putative biological mechanisms for the association between early life
adversity and the subsequent development of PTSD. Psychopharmacology, v. 212, n. 3, p. 405—
417, 2010.

YEHUDA, R. et al. The role of genes in defining a molecular biology of PTSD. Disease
Markers, v. 30, n. 2-3, p. 67-76, 2011.

YEHUDA, R.; ANTELMAN, S. M. Criteria for rationally evaluating animal models of
postraumatic stress disorder. Biological Psychiatry, v. 33, n. 7, p. 479-486, 1993.

ZOLADZ, P. R. et al. Psychosocial predator-based animal model of PTSD produces
physiological and behavioral sequelae and a traumatic memory four months following stress
onset. Physiology and Behavior, v. 147, p. 183-192, 2015.



