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The brain is plastic:

“Use it or lose it”’

(Marian C. Diamond)
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Resumo

Eventos estressantes durante a infancia promovem alteracdes comportamentais
e encefalicas persistentes, aumentando a predisposi¢ao para transtornos psiquiatricos.
A separacdo materna tem sido utilizada como modelo de estresse pos-natal. Animais
submetidos a separacdo materna apresentam uma resposta exacerbada do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal ao estresse. Ao contrario, estudos sugerem que o
ambiente enriquecido, por aumentar a neurogénese no giro denteado do hipocampo,
pode ter efeitos benéficos sobre doengas de distirbio comportamental. No presente
projeto questionamos se o enriquecimento ambiental interfere com as alteracoes
plasticas promovidas pela separacdo materna no hipocampo de ratos jovens.
Utilizamos imunofluorescéncia, microscopia confocal, microscopia eletronica e qRT-
PCR de amostras coletadas por microdissec¢do a laser. A separacao materna reduziu a
neurogénese hipocampal, bem como a expressao de mRNA para os genes Nr3cl,
codificador de receptores glicocorticoides, e Htrla, codificador de receptores
serotoninérgicos (STH-1A). O enriquecimento ambiental reduziu a expressio de
Htrla. Além disso, aumentou a propor¢cao de sinapses sobre espinhos dendriticos,
sugerindo maior plasticidade sinaptica. O enriquecimento ambiental, nos animais
previamente submetidos a separagdo materna, aumentou a sobrevivéncia celular e a
expressao de Nr3cl, mas ndo a diferenciagdo neuronal hipocampal. As alteragdes
promovidas pela separacdo materna parecem ser persistentes, mas podem ser
parcialmente revertidas pelo enriquecimento do ambiente.
Palavras chave: separacdo materna, enriquecimento ambiental, neurogénese,

plasticidade sinaptica.



15

Abstract

Stressful events during childhood promote persistent behavioral and brain
changes, increasing the predisposition to psychiatric disorders. The maternal
separation has been used as postnatal stress model. Animals subjected to maternal
separation exhibit an exaggerated response of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis
to stress. Instead, studies suggest that environmental enrichment, by increasing
neurogenesis in the dentate gyrus of the hippocampus, has beneficial effects on
behavioral disorders. In this project, we discuss whether the environmental
enrichment interferes with plastic changes promoted by maternal separation in the
hippocampus of young rats. We used immunofluorescence, confocal microscopy,
electron microscopy and qRT-PCR of samples collected by a laser microdissection
system. The maternal separation reduced hippocampal neurogenesis, as well as the
mRNA expression for the genes Nr3cl, that codify glycocorticoid receptors, and
Htrla, that codify serotonin receptors (SHT-1A). Environmental enrichment reduced
the expression of Htrla. Furthermore, increases the proportion of synapses on
dendritic spines, suggesting greater synaptic plasticity. The environment enrichment
of the animals subjected to maternal separation increased cell survival and the
expression of Nr3cl mRNA, but not the neuronal differentiation in the hippocampus.
The changes promoted by maternal separation are persistent, however may be
partially reversed by the environmental enrichment.

Keywords: maternal separation, environmental enrichment, neurogenesis, synaptic

plasticity.
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1 Introducio

1.1. Plasticidade neural

1.1.1. Neurogénese

Um dogma que permaneceu na neurociéncia por muito tempo foi a proposta
de Santiago Ramon y Cajal (1913) de que novos neurdnios sO6 poderiam ser
originados durante a fase pré-natal do desenvolvimento (Ming e Song, 2005). No
entanto, a partir da década de 60, estudos em aves ¢ mamiferos comecaram a quebrar

esse dogma (Altman e Das, 1965; Gold ef al., 1999; Goldman, 1998).

Altman e Das (1965) relataram pela primeira vez a ocorréncia de proliferacao
celular no giro denteado do hipocampo de ratos adultos, utilizando a técnica de
autoradiografia com timidina tritiada que poderia ser incorporada pelas células em
divisdo. No entanto, as técnicas disponiveis na época nao permitiam diferenciar se as
células que incorporavam timidina marcada eram neuronios ou células gliais. Essa
resposta veio com os trabalhos de Kaplan e Hinds (1977) que demonstraram,
utilizando microscopia eletronica, que as células do hipocampo marcadas com
timidina tritiada exibiam caracteristicas ultra-estruturais de neuronios. Kaplan e Hinds
(1977) demonstraram ainda que a neurogénese ocorre ndo apenas na camada granular
do giro denteado do hipocampo, mas, também, no bulbo olfatério de animais com trés
meses de idade. Além disso, os mesmos autores observaram que a neurogénese
hipocampal poderia ocorrer em ratos com até nove meses de idade (Kaplan e Bell,

1983).

Na década de 1990 foi desenvolvido um analago sintético da timidina, o BrdU
(5- bromo-2’-deoxiuridina), o qual possibilitou avancos importantes nos estudos da

neurogénese (Novakowski et al., 1989), uma vez que permite estudar a neurogénese
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nos diversos estagios: proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celulares
(Kempermann et al., 1998; Malberg et al., 2000). Estudos de proliferacao utilizam
injecdo sistémica Unica de BrdU duas horas antes da perfusdo transcardiaca dos
animais. Estudos de sobrevivéncia utilizam pelo menos trés inje¢cdes de BrdU, e o
sacrificio dos animais ¢ realizado aproximadamente quatro semanas apds a ultima
injecdo. Estudos de diferenciagdo utilizam a colocalizacdo do BrdU com marcadores

neurais ou gliais, sendo seu protocolo experimental similar aos estudos de

sobrevivéncia (Kempermann ef al., 1998).

Recentemente, surgiu um marcador bastante similar ao BrdU, o EdU (5-
ethynyl-2’-deoxyuridine), o qual possui uma vantagem em relacdo ao BrdU. A reacdo
imuno-histoquimica anti-EdU ndo necessita de desnaturacdo do DNA como a reacao
anti-BrdU, sendo assim, outros anticorpos utilizados juntamente com esse marcador
nao sofrem interferéncia pela desnaturacdo (Buck et al., 2008; Cavanagh et al., 2011;
Zeng et al., 2010). Ambos os marcadores, Brdu e Edu, possuem a desvantagem de
ndo serem proteinas do tecido, e sim marcadores exogenos, que precisam ser
administrados nos animais. Muitos estudos analisam a influéncia do estresse sobre a
neurogénese, mas desconsideram que a dose € o nimero de injegdes desses farmacos
possam ter efeitos sobre os animais (Taupin, 2007; Zeng el al., 2010). Outros
marcadores t€m sido utilizados nos estudos de neurogénese. Para neuroblastos os
mais utilizados sdo doublecortina (proteina associada a microtubulos), PSA-NCAM
(poly-sialylated-neural cell-adhesion molecule) e Tujl (beta-tubulin isoform III)

(Ming e Song, 2005).

Estima-se que cerca de 75% das células que proliferam expressam marcadores

neuronais, 13% expressam marcadores gliais e 12% apresentam fendtipo
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indeterminado (Malberg et al., 2000). Estudos apontam que a maturacao e integracao
funcional de um novo neurdénio leva em torno de quatro semanas (Malberg et al.,
2000; Malberg et al., 2004; Song et al., 2005). Sendo assim, pode-se descrever um
“cronograma” das proteinas que sdo expressas ao longo deste periodo.
Aproximadamente dois dias apos a injecdo de BrdU, as células precursoras de
neurdnios expressam nestina, marcador de progenitores neurais € de células tronco.
Dois a dez dias ap0s a injegdo, as c€lulas expressam marcadores de células neuronais
imaturas, como beta tubulina III (Tuj-1) e doublecortina. De sete a dez dias, as c€lulas
da camada granular ja expressam os marcadores NeuN e calbindina, presentes apenas

em neurdnios maduros (Taupin, 2007).

Em mamiferos, regides especificas do encéfalo tem sido amplamente
estudadas quanto a neurogénese em individuos adultos. Eriksson e colaboradores
(1998) verificaram neurogénese no cérebro de humanos adultos, utilizando tecidos
obtidos apdés a morte de pacientes por cancer nos quais se injetou BrdU
sistemicamente para fins de diagnodstico. As células que incorporaram BrdU foram
quantificadas na camada de células granulares e na zona subventricular do giro
denteado, bem como no hilo. A utilizacdo de marcadores neurais juntamente com

anticorpos fluorescentes anti-BrdU revelou que novos neurdnios sdo gerados, no giro

denteado de humanos, a partir de células precursoras.

Em roedores, principalmente o hipocampo e o bulbo olfatério tém sido
analisadas. No entanto, recentemente outras regioes, como o neocortex, tem sido
estudadas (Gould e colaboradores, 2001). Estudos quantitativos sugerem que cerca de
9000 novas cé¢lulas neuronais sdo geradas por dia no giro denteado de roedores

adultos (Taupin, 2007). No presente trabalho, estudamos a neurogénese e plasticidade



19

sinaptica hipocampal em animais submetidos a separacdo materna € ao

enriquecimento ambiental.

1.1.2. Integracio sinaptica dos novos neurénios e caracterizacio sinaptica

Uma importante questdo ¢ definir se esses novos neurdnios se integram a
circuitaria cerebral. van Praag e colaboradores (2002) analisaram essa questdo em
neuronios hipocampais. Os autores marcaram células em divisdo com um vetor
retroviral que expressa a proteina verde fluorescente (GFP). Apds 48 horas as células
marcadas expressaram marcadores de neurdnios imaturos, como Tujl-beta, de
precursores neurais, como NG2, ou glia, como GFAP. Apd6s 4 semanas as células
marcadas expressaram marcadores como NeuN ou calbindina. Apds esse periodo os
neurdnios marcados apresentaram a expressao de GFP no citoplasma, em processos
dendriticos que se extendem em diregdo a camada molecular e em axonios que se

projetam em dire¢ao ao hilo.

Para analisar se esses neurOnios recebiam contatos sindpticos, estudaram, com
microscopia confocal, a colocalizacao de sinaptofisina com neuroénios GFP positivos,
e observaram a presenga de espinhos dendriticos nos mesmos neuronios. Usando
microscopia eletrOnica, observaram que os neuronios GFP positivos possuiam
contatos sinapticos com agrupamentos de vesiculas sinapticas em correspondéncia
com membranas  pré-sindpticas e densidades pods-sindpticas.  Estudos
eletrofisiologicos demostraram que esses neurdnios apresentavam respostas pos-
sinapticas tipicas de neurdnios funcionais, recebendo informacdes principalmente da

via perforante (van Praag ef al., 2002).

O tamanho do soma, comprimento dendritico total, ramificagdo dendritica e

densidade de espinhos dendriticos, de células GFP positivas, € superior em neurdnios
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analisados com 4 meses quando comparados aos de 4 semanas, indicando maturacao
desses neurdnios, ou seja, sugerindo que ocorre aumento da complexidade das
conexoes ao longo do tempo. Todos esses indicios indicam que esses novos neurdnios
se integram funcionalmente a circuitaria hipocampal, formando contatos sinapticos

(van Praag et al, 2002; Vivar e van Praag, 2013).

Dityatev e Rusakov (2011) propuseram uma classificacdo das sinapses
quimicas. As sinapses podem ser consideradas mecanismos de transmissdo bipartido,
levando em conta os elementos pré e pos sinapticos. No entanto, o papel das células
gliais na manutencdo adequada do ambiente extracelular e, consequentemente, na
regulacdo da transmissdo sinaptica, formam um mecanismo tripartido. Recentemente
surgiu o conceito de sinapse tetrapartida, o qual considera os elementos pré e pds-
sinapticos, os astrocitos € a matriz extracelular como estruturas fundamentais das
sinapses quimicas (Dityatev e Rusakov, 2011). O neurdpilo, que consiste dos
processos neurais € contatos sindpticos, possui papel essencial nos circuitos
encefalicos. A redug¢do no neurdpilo (“reduced neuropil hypothesis™) pode ser
fundamental no desenvolvimento de doengas. Por exemplo, o aumento da densidade
neuronal em regides encefalicas de esquizofrénicos pode ser devida a atrofia de

processos neuronais, sem perda neuronal (Selemon e Goldman-Rakic, 1999).

Os neurotransmissores mais abundantes do sistema nervoso central sdo
oglutamato, excitatorio, € o GABA, inibitorio. O excesso de glutamato pode levar a
excitotoxidade, causando morte neuronal. Os astrocitos, através de transportadores
gliais, como EAATI1 e EAAT2, retiram o excesso de glutamato da fenda sinaptica,
evitando esse processo. A matriz extracelular também possui € importante na

modulagdo da atividade neuronal e glial. Por exemplo, a agrina, molécula da matriz
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extracelular, pode ser clivada pela neurotripsina (protease liberada em terminais
axonais) em fragmentos de 90 e 22 k-Da. Este ultimo fragmento induz a formacao de
filopodios em dendritos, modulando a plasticidade sinaptica (Dityatev e Rusakov,

2011).

A caracterizacdo inicil das sinapses foi realizada por Gray (1959a), que
analisou o cortex occipital de ratos adultos com microscopia eletronica, descrevendo
dois tipos de sinapses. As sinapses tipo 1 sdo caracterizadas pela larga fenda sinaptica
e densidade pos-sindptica exuberante, e as sinapses do tipo 2 sdo caracterizadas pela
fenda sinaptica mais estreita e simetria nas densidades pré e pds-sinapticas. Apesar
das diferengas morfoldgicas, o autor nao sugeriu diferencas funcionais entre os dois

tipos de sinapses.

Uchizono (1965) sugeriu a classificacdo das sinapses como excitatorias ou
inibitérias de acordo com o tamanho e a forma das vesiculas sindpticas analisando,
com microscopia eletronica, a camada molecular e a camada de células de Purkinje do
encéfalo de gatos. As sinapses excitatorias seriam caracterizadas por vesiculas
esféricas com didmetro aproximado de 400 A (40nm). As sinapses inibitorias seriam
caracterizadas por vesiculas pleomorficas de menor tamanho (figura 1). Com base nos
estudos de eletrofisiologia, nos quais a superficie do soma das células de Purkinje ¢é
cercada por sinapses inibitorias, o autor sugere que as vesiculas pleomorficas
observadas nessa regido seriam carateristicas das sinapses inibitorias tipo 2 de Gray.
As sinapses do tipo 1, classificadas por Gray, corresponderiam as de vesiculas
redondas de tamanho uniforme associadas a sinapses excitatérias (Uchizono, 1965).
Resultados de imunoeletromicroscopia confirmam estas observacdes (figura 2, Brusco

etal.,2014).
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Figura 1: Sinapses excitatorias (E), com densidades pds sinapticas assimétricas e
vesiculas redondas uniformes em tamanho, e uma sinapse inibitoria (I), simétrica e
com vesiculas pleomorficas. Sinapses sobre dendrito. Modificado de Uchizono
(1965).

Figura 2: Sinapses simétricas imunopositivas para GABA, sinapses assimétricas
imunonegativas para GABA. Modificado de Brusco et al., 2014.
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As vesiculas elétron-licidas, como as observadas por Uchizono (1965),
contém neurotransmissores classicos, geralmente aminoacidos, como glutamato,
acido y-aminobutirico, acetilcolina e glicina. O tamanho destas vesiculas ¢ de
aproximadamente 50nm. As vesiculas elétron densas, contém aminas (como
catecolaminas, serotonina e histamina) e neuropeptideos (como vasopressina,
substancia P e B-endorfina). O tamanho das vesiculas eletrondensas ¢ de cerca de 100

a 300nm (Park e Kim, 2009).

Landis e Reese (1974), mediante congelamento e fratura, analisaram
membranas pré e poOs-sinapticas em sinapses excitatorias e inibitorias do cortex
cerebelar de camundongos, chinchilas e ratos. As sinapses excitatorias seriam
caracterizadas por pequenos agregados de particulas na metade citoplasmatica da
membrana pré-sinaptica, fenda sinaptica alargada e amplos agregados de particulas na
metade externa da membrana pds-sinaptica. As sinapses inibitorias ndo possuem
comparaveis especializacdes na membrana pré nem pos-sinaptica. Esses achados
indicam diferengas na composicdo ou organizacdo das proteinas integrais da
membrana para a funcdo sinaptica. Landis e colaboradores (1974) observaram
resultados similares no bulbo olfatorio, nessa regido os autores também observaram

juncdes gap, que poderiam estar associadas a comunicacao elétrica entre as células.

As estruturas neuronais foram descritas por Santiago Ramoén y Cajal,
utilizando a técnica de impregnagdo por prata desenvolvida por Camillo Golgi. Cajal,
a partir da técnica de Golgi, observou a presenca de projecdes a partir dos dendritos,
as quais foram denominadas espinhos dendriticos (Peters, 2007). Estudos posteriores
com microscopia eletronica demonstraram que os espinhos dendriticos, além dos

dendritos, corpos celulares e axdnios, sdo locais de contato sinaptico (Gray, 1959b).
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Os dendritos podem ser identificados por sua abundancia em organelas,
principalmente microtubulos e neurofilamentos, reticulo endoplasmatico liso,
mitocondrias e grupamentos de ribossomos livres. Os espinhos dendriticos nao
apresentam microtubulos, neurofilamentos e outras organelas, mas possuem aparato
de armazenamento de calcio e material granular no citoplasma (Adams e Jones,

1982).

Os espinhos dendriticos possuem, aproximadamente, comprimento de 2 um e
diametro de 1 um, na regido proxima ao dendrito (aonde surge o espinho) observa-se
uma haste medindo entre 0,1 um a 0,3 pm de diametro. No terminal pré-sinaptico, o
qual faz contato sinaptico com a cabeg¢a do espinho, observam-se mitocondrias e

numerosas vesiculas sindpticas (Gray, 1959b).

Os espinhos dendriticos sdo alteragdoes morfologicas associadas ao aumento de
sinapses cerebrais, porém nem todos os espinhos sdo locais de contato sindptico.
Alguns espinhos podem representar sitios imaturos, ou seja, que nao estabeleceram

sinapses definitivas (Arellano et al., 2007; Knott et al., 2006; Koch et al., 1992).

Os espinhos dendriticos podem ser agrupados a partir de sua morfologia:
“thin”, “mushroom” e “stubby”. Espinhos do tipo “thin” (“filopodia™) apresentam
comprimento bastante superior ao seu didmetro, com diametro do pescoco e cabeca
similares. Espinhos do tipo “mushroom” apresentam a cabe¢a com didmetro bastante
superior ao diametro do pescogo. Espinhos do tipo “stubby” sdo curtos, apresentam

diametro similar da cabeca e pescogo (Peters e aiserman-Abramof, 1970).

Espinhos com morfologia “thin” (com um pescog¢o mais longo e uma cabeca
de pequeno volume) se mostram muito mais instaveis quanto a seu numero ¢ forma

(Lin et al., 2004; Matus, 2005), enquanto espinhos maiores € com formato de
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cogumelo (“mushroom™) sdo mais estaveis e realizam atividades sinapticas mais
duradouras (Nimchinsk et al, 2002; London e Hausser, 2005). A maioria dos
espinhos com idade superior a 4 dias sdo do tipo “mushroom”, enquanto os com idade
inferior a 4 dias sdo do tipo “thin”, indicando que os espinhos dendriticos geralmente
crescem como “thin”, amadurecendo para “mushroom” (Knott et al., 2006). Sendo
assim, a forma dos espinhos dendriticos representa sua funcionalidade, ou seja, sugere
diferentes atividades sindpticas (Matus, 2000; Nimchinsky et al., 2002; London e
Hausser, 2005). Diversos fendmenos bioldgicos podem alterar o numero de espinhos
dendriticos de diversas regides encefalicas, especialmente processos relacionados a

aprendizagem e memoria.

Sendo assim a densidade sinaptica, o local de contato pds-sinaptico (sobre
dendritos ou espinhos dendrticos, por exemplo), e a morfologia dos espinhos
dendriticos, podem ser utilizados como meios de estudar a plasticidade do sistema
nervoso (Brusco et al., 2008; Brusco et al., 2010; Brusco et al., 2013; Dall’oglio et
al., 2008; Rasia-Filho et al., 2004; Rasia-Filho et al., 2010; Rasia-Filho ef al., 2012).
A produgdao de novos neurdnios no encéfalo € um evento plastico modulado por
diversos fatores ambientais, comportamentais e neuroquimicos (Gould et al., 2000,

Lledo et al., 2006; Ming e Song, 2005).

1.2. Plasticidade hipocampal e estresse

A formacdo hipocampal, estrutura localizada nos lobos temporais, ¢
constituida por dois grandes agrupamentos neuronais divididos em duas camadas: a
de células granulares, que forma o giro denteado, e a de células piramidais CA1, CA2,
CA3 e CA4, denominada corno de Amon (Ming e Song, 2005). A capacidade

adaptativa e pléstica das células granulares ocorre em animais adultos de espécies de
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roedores, primatas nao humanos ¢ humanos (Gould e Tanapat, 1997; Eriksson et al.,

1998).

As células tronco localizam-se na zona subgranular do giro denteado (CSG)
situa-se no ponto de encontro da camada interna de células granulares do giro
denteado com o hilo (CA4). Essas cé¢lulas progenitoras migram continuamente para a
camada de células granulares do giro denteado, onde desenvolvem morfologia tipica
de células granulares, expressam marcadores de diferenciacdo neuronal e estendem
axonios para a via de fibras musgosas que se projeta para a regido CA3 do
hipocampo. Nessa fase, ocorre a integracdo sindptica desses novos neur6nios na
circuitaria do sistema nervoso central (figura 3, Stanfield e Trice, 1988; Ming e Song,

2005; Kempermann, 2011).
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Figura 3: Células em proliferagdo na camada subgranular do hipocampo. Conforme
as células se diferenciam em neurd6nios as mesmas se incorporam a camada granular,
estendendo seus dendritos para a camada molecular e os axonios para CA3. A
marcagdo anti-doublecortina pode ser utilizada para quantificacio de neuronios
imaturos. Modificado de Ming e Song, 2005.
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A formacao hipocampal ¢ uma das regides cerebrais com capacidade para
realizar neurogénese no adulto, porém ¢ bastante sensivel aos efeitos deletérios do
estresse (Jacobs et al., 2000). O estresse promove reducao da neurogénese no giro
denteado do hipocampo, bem como atrofia e morte de neurdnios piramidais da regido

CA3 (Duman et al., 2001; Banasr et al., 2007).

Acredita-se que no hipocampo os novos neurdnios desempenham fungdes no
aprendizado e memoria. Fatores estressantes, os quais aumentam os niveis de
glicocorticdides e diminuem o aprendizado dependente do hipocampo, diminuem a
neurogénese no giro denteado. De maneira inversa, fatores que aumentam a

proliferagdo celular no hipocampo facilitam o aprendizado (Gross, 2000).

Tarefas de aprendizado dependentes ou independentes do hipocampo afetam
diferentemente a neurogénese desta regido. Ha associacao apenas entre o aprendizado
dependente do hipocampo e a neurogénese no giro denteado. Tarefas de aprendizado
que ndao requerem o hipocampo (ou seja, lesdes no hipocampo ndo alteram
significativamente o aprendizado) ndo alteram a proliferacdo celular nessa regiao

cerebral (Gould et al., 1999).

Outra fun¢do do hipocampo € sua agdo inibitoria sobre a atividade do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA; Leonard, 2005; Gould e Tanapat, 1999). O fator
de liberagdo de corticotrofina (CRF) ¢ liberado via sistema porta pelos neuronios do
nucleo paraventricular do hipotdlamo, e age sobre a pituitdria anterior estimulando a
sintese e a liberacdo de adrenocorticotrofina (ACTH). A ACTH estimula a liberacao
de cortisol em humanos, ou coricosterona em roedores, pelas glandulas supra-renais.
Os glicocorticdides atuam sobre receptores, que podem ser mineralocorticoides ou

glicocorticdides, em diversas regides encefélicas. A ligacdo dos glicocorticdides aos
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seus receptores no hipocampo, por exemplo, causa a inibi¢do da sintese e liberagao de

CREF pela inibi¢ao da atividade do hipotalamo (Kappeler e Meaney, 2010).

Ratos expostos a estresse cronico, durante uma semana, apresentam aumento
sustentado da secrecdo de corticosterona que resulta em diminui¢do do numero de
receptores para glicocorticoides no hipocampo, sem mudangas na afinidade do
receptor por seus ligantes. Esta reducdo no nimero de receptores ndo € resultante da
perda de neurdnios hipocampais, mas da diminuicdo do numero de receptores por
neurdnio. Uma semana apos o estresse cronico o numero de receptores assemelha-se

aos valores controles (Sapolsky ef al., 1984).

Com a diminui¢do do nuimero de receptores de glicocorticoides, o efeito
inibitorio do hipocampo sobre o eixo HPA ¢é menos eficiente. Sapolsky e
colaboradores (1984) observaram hipersecre¢ao de corticosterona apds a destruicao
de neurdnios hipocampais com multiplas injecdes de acido kainico. Tanto a perda
neuronal quanto a reducdo no numero de receptores de glicocorticoides levam a

hiperatividade do eixo HPA.

Recentemente tem-se avaliado também o efeito das influéncias ambientais
sobre a epigenética, ou seja, da relagdo entre a estrutura da cromatina e da transcri¢ao
génica (metilacio do DNA). Proles provenientes de ninhadas com elevado cuidado
materno, quando comparadas a proles de roedoras com baixo cuidado materno,
apresentam aumento da expressdo de receptores de glicocorticdides hipocampais,
aumento da sensibilidade do feedback negativo aos glicocorticoides, reduzida
expressao de CRF no hipotdlamo e modesta resposta da pituitaria-adrenal ao estresse.

Sendo assim, as diferencas individuais, ou fenotipicas, observadas em protocolos
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experimentais de estresse, por exemplo, podem ser devidas ao efeito das variagdes

ambientais sobre a metilagdo e desmetilacdo do DNA (Kappeler e Meaney, 2010).

Namestkova e colaboradores (2005) observaram diminui¢cdo da proliferagao
celular na camada de células granulares do hipocampo de ratos submetidos
cronicamente (15 dias de exposi¢ao) ao labirinto aquatico de Morris, essa diminui¢ao
foi inibida pelo tratamento prévio com o antidepressivo fluoxetina, um inibidor da
recaptacdo do neurotransmissor serotonina. Os autores sugeriram que o efeito do
estresse devido a exposi¢do repetida dos animais ao labirinto aquatico prevalece sobre
o efeito da atividade fisica intensa, observando-se redugdo da proliferagdo celular.
Assim, mesmo durante atividade fisica intensa, pode-se observar reducdo na

proliferagdo celular em caso de exposi¢do prolongada a experiéncias estressantes.

Malberg e colaboradores (2000) demonstraram que o tratamento croénico com
o antidepressivo fluoxetina aumenta a neurogénese no giro denteado do hipocampo de
ratos adultos. Os autores sugeriram com esses achados que o tempo de maturagdo e
integragdo funcional dessas células poderia estar relacionado a laténcia necessaria
para o efeito terapéutico de drogas antidepressivas (Malberg, 2004; Ernst et al.,

2006).

O envelhecimento também interfere com a neurogénese, reduzindo as taxas de
proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciacdo das células no giro denteado do
hipocampo (Kempermann et al., 1998). A reducdo da proliferagdo e sobrevivéncia
celulares em animais idosos pode ser devida a niveis elevados de glicocorticdides,
uma vez que os animais sofrem eventos estressantes ao longo da vida (Montaron et

al., 2006) .
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Eventos estressantes causam aumento sustentado da liberagdo de
corticosterona. Os glicocorticoides possuem maior afinidade pelos receptores
mineralocorticoides (Lightman, 2008). Os receptores mineralocorticoides tem sido
associados a regulacdo das variagdes circadianas dos glicocorticdides, enquanto os
receptores glicocorticoides tem sido relacionados com a modulagdo dos efeitos
estressantes sobre os niveis de corticosterona (Chourbaji e Gass, 2008). Estudos
clinicos tem mostrado a hiperatividade do eixo HPA em pacientes com depressao
(Chourbaji e Gass, 2008), e estudos em camundongos geneticamente modificados
subexpressando ou superexpressando os receptores de glicocorticoides confirmam as
observagdes dos estudos clinicos (Ridder et al., 2005). Muitos trabalhos analisam os
niveis de corticosterona apos estresse, porém a corticosterona, além de liberada num
ritmo diurno (maior liberagdo no inicio da fase ativa e menor liberagdo no inicio da
fase de repouso), ¢ liberada num ritmo ultradiurno (Chourbaji e Gass, 2008;
Lightman, 2008). Sendo assim o estudo da expressdo de receptores para
glicocorticoides pode ser bastante util para estudar o efeito de determinado estresse
sobre uma regido especifica do encéfalo, neste caso, o hipocampo.

O gene Nr3cl ¢ responsavel por codificar os receptores de glicocorticoides. Ja
o gene o Hsdllbl, 11B- hydroxysteroid dehydrogenase type 1, possui papel na
regulacdo do metabolismo intracelular dos glicocorticoides por codificar a enzima
responsavel por converter a cortisona ao hormonio ativo corticosterona, a qual ativa
os receptores de glicocorticoides (Yau e Seckl, 2001).

Tafet e colaboradores (2001) estudaram os efeitos do cortisol sobre a
receptacdo de serotonina em linfocitos e células neuronais em cultura de células
humanas observando que as concentragdes de cortisol estavam correlacionadas com a

recaptacdo de serotonina. Os autores hipotetizaram que o aumento extracelular de
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cortisol, apos 24 a 48h, poderia levar ao aumento da recaptacdo de serotonina,
reduzindo os niveis intersticiais de serotonina na fenda sinaptica (Tafet ef al., 2001).
Diversos estudos ja apontavam a relagdo entre redugdo da neurogénese e diminui¢ao
dos niveis de serotonina e aumento de corticosterona, em ratos, ou cortisol, em
humanos, apos eventos estressantes, principalmente em relagdo ao estresse cronico,
inclusive sugerindo uma hipdtese para os transtornos depressivos (Chourbaji e Gass,
2008; Gould, 1999; Ming e Song, 2005; Ridder ef al., 2005).

O giro denteado do hipocampo possui alta densidade de receptores SHT1A (5-
hydroxitriptamina) e recebe inerva¢do serotoninérgica do nucleo medial da rafe
localizado no tronco encefalico (Gould, 1999). Brezun e Daszuta (1999) reduziram os
niveis encefalicos de serotonina (5-HT) injetando a neurotoxina 35,7-di-hidroxi-
triptamina (5,7-DTH) diretamente nos ntcleos da rafe, estrutura onde se localizam os
neurdnios produtores de SHT. A lesdo causada pela neurotoxina promoveu reducao
significativa do ntimero de células positivas para BrdU nos neuronios granulares
quinze a dezessete dias apds a lesdo, sugerindo que a 5-HT pode estar envolvida na

proliferagdao de neurdnios granulares do hipocampo de ratos adultos.

Estudos sobre o gene Htrla, que codifica receptores serotoninérgicos 5-HT1A,
sugerem que a 5-HT pode estimular a produ¢dao de novos neurdnios no giro denteado.
Condig¢des associadas a diminui¢do da neurogénese nessa estrutura também diminuem
a densidade de fibras serotoninérgicas, de receptores SHT1A ou inibem a liberagao de
SHT no giro denteado. Além disso, fatores que estimulam a neurogénese ativam os
receptores STH-1A e aumentam a liberacdo de serotonina no giro denteado do

hipocampo (Gould, 1999).
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Além da serotonina, o BDNF (fator neurotrofico derivado do encéfalo) regula
a neurogénese, promovendo a formacdo e a sobrevivéncia de novos neurdnios. A
proteina BDNF ¢ codificada pelo gene Bdnf. O BDNF estd relacionado a
sobrevivéncia, migragdo, diferenciagdo, crescimento dendritico e axonal e formacao
sindptica (Gray, 2013; Suri e Vaidya, 2013). Os glicocorticoides podem atuar
atenuando a expressao de BDNF, reduzindo a neurogénese e a plasticidade neural

(Suri e Vaidya, 2013).

De forma geral, o BDNF e a serotonina, reguladas por diversas vias pelos
niveis de glicocorticdides, parecem estimular a neurogénese e a plasticidade neural.
Pode-se hipotetizar que elevados niveis de corticosterona levam a redugdo da
neurogénese e plasticidade hipocampal reduzindo a expressio de BDNF e
aumentando a recaptacdo de serotonina na fenda sinaptica (Gray, 2013; Suri e Vaidya,
2013; Tafet et al., 2001). Sendo assim, a expressao de mRNA para Nr3cl, Hsd11bl,

Htrla e Bdnf serd analisada no presente estudo.

Como descrito, os niveis de glicocorticoides tem papel essencial sobre a
regulacdo da neurogénese e da plasticidade neural ainda no periodo pré-natal do
desenvolvimento (Lemaire et al., 2006; Madhyastha et al., 2013). Nas duas primeiras
semanas de vida, os ratos ndo respondem bem ao estresse (periodo hiporresponsivo),
apresentando baixos niveis de esterdides adrenais e alta taxa de producdo de células
granulares (Gould, 1999). Na idade adulta, os niveis basais de esteroides adrenais
tornam-se mais altos e a taxa de produgdo de células granulares ¢ relativamente baixa
(Gould et al., 1992). Experimentos que aumentam os niveis de esteroides adrenais
promovem diminui¢do na proliferacio de células granulares no periodo de

desenvolvimento (Gould et al., 1991) e na idade adulta (Cameron e Gould, 1994). A
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remocao das adrenais ou a reducdo dos niveis de esterdides estimulam a proliferagao

de células granulares precursoras (Cameron e Gould, 1994).

Apesar de aumentar a proliferacao de células precursoras, em animais adultos,
a adrenalectomia resulta também em aumento da morte celular das células granulares
do hipocampo. Em neonatos, a adrenalectomia também leva ao aumento da morte
celular das células granulares. Injecdes de corticosterona também resultam em
aumento de células com ntcleos picndticos e morte celular nesta regido (Gould et al,
1991). Durante o periodo hiporresponsivo ao estresse, o pico de proliferagdao celular
no giro denteado de ratos coincide com o pico de morte celular (Gould and Mc Ewen,

1993).

1.3. Separacido materna

Diversos trabalhos demonstram que a exposi¢do a eventos traumaticos durante
a infancia pode aumentar o risco de desenvolvimento de doencas psiquiatricas, como
desordens de humor e ansiedade. As bases neurobiologicas dessas anormalidades
ainda nao estdo completamente elucidadas, mas trabalhos apontam regides encefalicas
envolvidas com a mediacdo do comportamento emocional, como o hipocampo, a
amigdala e o cortex pré-frontal. Em ratos, muitos estudos descrevem os efeitos de
estressores durante o periodo pds-natal que acarretam alteragdes comportamentais,
neuroquimicas e morfologicas. Um dos modelos mais estudados para esses fins € a

separacao materna (Kuhn e Schamberg, 1998; McEwen, 2003).

Ratos separados precocemente da mae apresentam comportamentos cognitivos
e emocionais que foram relacionados a psicopatologias humanas como esquizofrenia,
depressao e ansiedade (Aisa et al., 2008; Daniels et al., 2004; Ladd et al., 2000; El

Khoury et al., 2006; Ellenbroek et al., 2002; Kalinichev et al., 2002; Macri e Laviola,
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2004; Newport et al., 2002; Husum et al., 2002; Sung et al., 2010) e exagerada
reposta ao estresse no eixo HPA de animais adultos. Curtos periodos de separagao,
denominados manipulagdo neonatal, parecem produzir efeitos contrarios aos da

separacao materna (McEwen, 2003).

Os primeiros trabalhos que avaliaram os efeitos de manipulacdes ambientais
poOs-natais foram introduzidos por Levine em 1956, consistindo de separagdes didrias
breves (15 minutos) dos filhotes de suas respectivas maes durante o desmame. Esse
procedimento ficou conhecido como manipulacio neonatal (Lehmann e Feldon,
2000). A manipulacdo neonatal promove mudancas na interacdo da mae com seus
filhotes. Maes de filhotes manipulados lambem e cuidam muito mais da prole que
maes de ninhadas ndo manipuladas, sugerindo, assim, que o excesso de cuidado
materno provoca aumento das vocalizacdes do filhote associadas a manipulagao
destes (Lee e Williams, 1974). Quando adultos, os filhotes que contaram com elevado
cuidado materno apresentam niveis plasmaticos reduzidos de ACTH (hormonio
adrenorcorticotrofico) e corticosterona apos o estresse, ndo ocorrendo diferengas nos
niveis basais desses hormodnios. Portanto, a dedicagdo com que maes lambem e
cuidam dos seus filhotes estd inversamente relacionada com a resposta do eixo HPA
ao estresse dos animais quando adultos (Liu et al., 1997). Além disso, a manipulacao
materna parece induzir aumento da proliferagdo celular, do nimero de neurdnios e da

densidade de astrdcitos no hipocampo de animais jovens (Winkelmann-Duarte et al.,

2011).

Na década de 70 surgiram os primeiros experimentos que utilizaram
prolongados periodos de separagdo materna (Lehmann e Feldon, 2000). Existe uma

variedade muito grande de protocolos experimentais que utilizam a separagao
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materna. Em linhas gerais, os protocolos mais comuns utilizam separacdes de 1h ou
3h durante os primeiros 14 dias de vida ou uma unica separagdo por 24h geralmente
no 9° dia ap6s o nascimento (Kosten et al., 2006; Kosten ef al., 2007; Racekova et al.,

2009; Seidel et al., 2008).

Além disso, outras diferencas devem ser consideradas quando analisamos
resultados divergentes de diferentes grupos de pesquisa. O hordrio da separacao
materna (diurno ou noturno), a duragdo da separagdo materna, a utilizagdo ou nao de
controle de temperatura durante a separacdo dos filhotes, o sexo dos filhotes
estudados, o grupo controle manipulado por curtos periodos de separacdo ou nao
manipulado, entre outros fatores (Lehmann e Feldon, 2000; Loi ef al., 2014; Oomen

et al., 2009; Ruedi-Beettschen et al., 2004).

Lehmann e colaboradores (1999) sugeriram que ratos machos submetidos a
separacao materna sdo mais suscetiveis do que fémeas em relagdo ao aumento do
comportamento de medo e de ansiedade. Sendo assim, os diversos protocolos
utilizados produzem efeitos comportamentais muito diferentes e algumas vezes até

mesmo opostos em diversos modelos animais (Lehmann e Feldon, 2000).

Aisa e colaboradores (2008) estudaram os efeitos de 3 horas didrias de
separa¢do materna, entre 2° ao 21° dias pds-natais, na resposta ao estresse de ratas
adultas. Esses animais apresentaram, na fase adulta, maior tempo de imobilidade no
teste do nado for¢ado quando comparados com animais controles, sugerindo um
comportamento associado a depressdo. Além disso, os autores observaram elevacdo
nos nives sanguineos de corticosterona e diminui¢do da densidade de receptores para
glicocorticdides nesses animais quando comparados a controle, sugerindo que ratas

submetidas a separa¢cdo materna apresentam maior vulnerabilidade ao estresse na fase
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adulta por possiveis alteragdes do eixo HPA. Instavel relagdo entre mae e filhotes
parece alterar a resposta ao estresse dessa prole quando adulta, com possivel elevacao

dos niveis de corticosterona (Faturi ef al., 2010; Levine, 2000).

Aisa e colaboradores (2009) também estudaram os efeitos de 3 horas didrias
de separagdo materna, entre 2° ao 21° dias pds-natais, de animais adultos, com cerca
de 60 a 75 dias de idade observando reducdo na expressao de mRNA para o fator
neurotrofico derivado e encéfalo e sinaptofisina, bem como reducao nas células BrdU

positivas no giro denteado do hipocampo de animais separados das maes.

Mirescu e colaboradores (2004) verificaram reducao na proliferacdo celular e
no niamero de neurdnios imaturos em ratos submetidos a 3 horas diarias de separacao
materna entre os 1° ao 14° dias pos-natais, no entanto, ndo observaram diferengas nos
niveis basais de costicosterona quando comparados a animais controle ou com breves
periodos diarios de separagdo. O trabalho sugere que experiéncias estressantes em
periodos precoces do desenvolvimento podem inibir a plasticidade neuronal devido a
hipersensibilidade aos glicocorticoides e diminuida habilidade do hipocampo em

responder ao estresse em animais adultos.

Kosten e colaboradores (2007) observaram que ratos submetidos ao
isolamento neonatal, durante 1 hora do 2° ao 9° dias pds-natais, apresentam prejuizo
na memoria dependente do hipocampo, verificando reducdo do tempo de laténcia
desses animais no teste da esquiva inibitoria € maior tempo de exploragdo no teste de

reconhecimento de objetos.

Fabricius e colaboradores (2008) observaram redugdao no nimero de neurdnios
no giro denteado do hipocampo de roedores adultos que foram submetidos a

separa¢do materna por 24 horas no 9° dia pds-natal, sugerindo que essa redugdo pode
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ser devida a diminuicdo da neurogénese hipocampal ou ao aumento da apoptose
neuronal. Racecovd e colaboradores (2009) observaram reducdo na proliferacao
celular e aumento na quantidade de células em processo de morte celular na corrente
migratoria rostral em ratos com 28 dias de idade submetidos a trés horas de separagdo

materna, entre o 1° € 14° ou 1° ¢ 21° dias pés natais.

Oreland e colaboradores (2010) analisaram o numero de células granulares do
hipocampo de ratos (com 22 dias de idade) submetidos a 360 minutos de separacao
materna entre o 1° ao 21° dias pds-natais. Os autores utilizaram como controles
animais submetidos ao procedimento de manipulagdo neonatal (durante 15 minutos
diarios) ou sem qualquer manipulagdo. Nao foram observadas diferengas
significativas quanto ao volume hipocampal entre os grupos experimentais. A
manipulagdo neonatal aumentou o numero total de neurdnios do giro denteado,
enquanto a separacdo materna reduziu o numero total de neuronios. As outras regidoes

hipocampais analisadas, CA1l, CA2 e CA3 nao foram afetadas pelos procedimentos.

Gos e colaboradores (2008) estudaram os efeitos da separagao materna durante
o periodo hiporresponsivo ao estresse e no periodo ndo considerado hiporresponsivo.
O periodo hiporresponsivo ao estresse € caracterizado por niveis reduzidos de
hormonios associados ao estresse agindo no eixo HPA e a relativa ndo resposta a
extressores externos. Os ratos submetidos a separacdo materna (isolados
individualmente 1 hora por dia), durante o periodo hiporresponsivo ao estresse,
apresentam redugdo significativa na densidade de espinhos dendriticos na camada V
do cortex cingulado anterior localizado no cortex pré-frontal (relacionado a desordens
como depressdo e esquizofrenia). No periodo ndo considerado hiporresponsivo ao

estresse nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos experimentais.
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Bock e colaboradores (2005) nao observaram diferencas significativas nas camadas II
e III da mesma regido na densidade de espinhos dendriticos de ratos submetidos a
separacdo materna no periodo hiporresponsivo ao estresse. Ambos os autores
sugeriram, que essas diferencas podem estar relacionadas a diferente fase de

maturidade dos neurdnios dessas regides.

Estudos em primatas t€ém mostrado que privagdo materna e outras experiéncias
estressantes nas fases iniciais de desenvolvimento reduzem os niveis encefalicos de
serotonina (Giulian, 1974; McEwen, 2003). Além disso, a privagdo materna estd
associada ao aumento a preferéncia ao uso de alcool e a comportamento agressivo
(McEwen, 2003). A expressdao de receptores STH6 pode ser regulada pelos niveis

circulantes de corticoides adrenais (Marcos ef al., 2007).

Experiéncias estressantes, como a relacao instdvel entre mae e prole apds o
nascimento, pode induzir desordens depressivas e danos as fungdes de memoria. As
alteracdes comportamentais, hormonais e morfoldgicas persistem até a vida adulta. O
ambiente, tanto familiar como externo, pode modificar a circuitaria cerebral. Relagdes
instaveis entre pais e filhos, assim como abuso infantil, aumentam os riscos de
desenvolvimento de doencas fisicas e mentais (McEwen, 2003). Alternativas
ambientais para atenuacao ou reversao das alteragdes causadas pelo estresse neonatal
devem ser testadas, além das farmacologicas, uma vez que a utilizacdo de farmacos

durante o periodo neonatal pode ser bastante complexo.

1.4. Enriquecimento ambiental

O “enriquecimento ambiental” ¢ um modelo experimental onde animais sdao
criados com muitos estimulos, que podem ser explorados livremente e causam

modificagcdes comportamentais € morfofuncionais neurais dependentes dessa
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experiéncia (Larsson ef al., 2002; Nithianantharajah et al., 2004). Os animais sao
mantidos em caixas em cujo interior ha diversos objetos (brinquedos), tais como:
bolas, rampas, escadas, cubos e rodas que estdo a disposi¢dao dos animais por periodos

variaveis de tempo.

Em 1874 Charles Darwin acreditava que o encéfalo de animais selvagens era
superior em volume ao de animais domésticos, devido as diferentes experiéncias
ambientais a que estes animais estavam submetidos (Diamond, 2001). Em 1964 dois
laboratorios de pesquisa (Bennett, Diamond, Krech e Rosenzweig e Hubel e Wisel),

provaram que a experiéncia pode modificar o encéfalo (Diamond, 2001).

Diamond, Krech e Rosenzweig (1964) observaram aumento de peso do cortex
cerebral de ratos submetidos a condigdes de enriquecimento ambiental quando
comparados com animais submetidos a condi¢des de empobrecimento ambiental, sem
aumento de peso das regides subcorticais (Diamond, Krech e Rosenzweig, 1964;
Bennett, Rosenzweing e Diamond, 1969). Além disso, o peso corpdreo dos animais
submetidos a condigdes de enriquecimento foi menor que o peso corpdreo dos
animais isolados (Diamond, Krech e Rosenzweig, 1964). Interessantemente, o nimero
de sinapses por area de neurdpilo na camada IV do cortex ocipital dorsomedial de
ratos foi maior nos animais submetidos ao empobrecimento ambiental quando
comparado com animais submetidos ao enriquecimento ambiental. Nao foram
observadas diferencas significativas em relacdo as sinapses dessa regido de animais
enriquecidos quando comparados com animais vivendo em condi¢des de laboratorio
padrdo (Diamond e colaboradores, 1975). Diamond e colaboradores (1966)
observaram aumento no numero de células gliais no cortex visual de ratos em

condig¢des de enriquecimento ambiental.
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Diamond e colaboradores (1976) observaram diferencas na profundidade do
cortex ocipital em ratos expostos durante curtos periodos a condigdes de
enriquecimento ou empobrecimento ambiental. Se os experimentos ambientais eram
realizados no inicio do desmame, as modificagdes corticais, eram induzidas
principalmente pelo empobrecimento ambiental, levando a reducdo da espessura
cortical; no entanto, se os experimentos ambientais fossem realizados em animais
adultos jovens (com cerca de 60 dias de idade), as modificacdes corticais eram
devidas ao enriquecimento do ambiente, levando ao aumento da espessura cortical.
No entanto, o hipocampo dos animais ndo foi afetado em nenhuma das condi¢des
experimentais (Diamond e colaboradores, 1976). Um dado bastante interessante € o
efeito da lateralidade hipocampal em relagdo ao dimorfismo sexual. Ratos possuem o
hipocampo direito mais espesso do que o esquerdo, enquanto ratas apresentam o
hipocampo esquerdo mais espesso do que o direito. Essas caracteristicas dependem da
idade dos animais, sendo que nos machos existe um padrdo melhor definido

(Diamond e colaboradores, 1982; Diamond e colaboradores, 1983).

Diamond e colaboradores (1985) submeteram ratos Long-Evans (3 por caixa)
de 766 dias de idade a condi¢les de enriquecimento ambiental (10 animais em amplas
caixas com brinquedos) ou ndo enriquecimento (2 animais por caixa). Aos 904 dias de
idade os animais foram sacrificados para analise do espessamento do cortex cerebral e
foi comprovado maior espessamento do cortex frontal e occipital dos animais
submetidos ao enriquecimento ambiental quando comparados aos controles,
mostrando que o cortex cerebral possui plasticidade ao longo de toda vida. Os autores
ndo observaram diferencas significativas quanto ao numero de células neuronais e

gliais entre os grupos experimentais.
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Diamond e colaboradores (1987) analisaram o espessamento do cortex ocipital
medial de ratos expostos as seguintes condi¢des: condigdes laboratoriais padrao (3
animais por caixa), enriquecimento ambiental (12 animais em caixa ampla com
brinquedos) e enriquecimento ambiental com superlotacdo (36 animais em caixa
ampla com brinquedos). Os animais submetidos ao enriquecimento ambiental,
independente da superlotagdo de animais por caixa, apresentaram maior espessamento
do cortex occipital medial do que os animais em condigdes habituais de laboratorio.
Os autores discutem principalmente duas questdes importantes, a primeira ¢ a
dificuldade para definir o nimero de animais necessarios para que possamos
considerar um ambiente superlotado, a area disponivel para os animais no ambiente
com superlotagdo foi reduzida em 1/3. O segundo ponto discutido foi que os
brinquedos presentes na gaiola de enriquecimento parecem atenuar o stress da

superlotagao.

Carughi, Carpenter ¢ Diamond (1989) analisaram o espessamento e a
ramificagdo dendritica do cortex occipital de ninhadas de maes bem alimentadas ou
desnutridas durante a lactacdo. Apds o desmame, os filhotes foram submetidos a
condig¢des laboratoriais padrao ou condi¢des de enriquecimento ambiental. Animais
submetidos ao enriquecimento ambiental, provenientes de maes desnutridas durante a
lactagdo e que receberam uma dieta de reabilitagdo protéica, apresentaram maior
espessamento e ramificagdo dendritica do que animais submetidos as mesmas

condig¢des experimentais, porém mantidos em condigdes laboratoriais padrao.

Os trabalhos de Diamond e colaboradores analisaram principalmente o efeito
do enriquecimento ambiental sobre o cortex cerebral de ratos. A partir de seus estudos

outros pesquisadores comecaram a estudar o efeito do enriquecimento ambiental
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sobre outras regides encefalicas, incluindo o hipocampo, estrutura alvo do presente
estudo. Os estudos que comegaram a analisar o efeito do enriquecimento ambiental
sobre a neurogénese hipocampal foram realizados por Kempermnn, Kuhn e Gage

(1997).

Kempermnn, Kuhn e Gage (1997) observaram que camundongos jovens (com
21 dias de vida) criados em ambiente enriquecido (ao longo de 40 dias) apresentaram
maior sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal na regido do giro denteado do
hipocampo comparados aos animais controle, criados em gaiolas de laboratorio.
Entretanto, nao foi observada alteracdo significativa na proliferagdo celular entre os
grupos experimentais. Além disso, observaram aumento do nimero de novas células
gliais, GFAP positivas. O niimero de células granulares e o volume do giro denteado
do hipocampo foram superiores nos animais submetidos ao enriquecimento ambiental
quando comparados a animais mantidos em caixas padrao. Ou seja, apesar do nimero
de células em proliferagcdo celular ser similar entre os grupos, ha menor morte celular,
com diferenciacdo em células neuronais e gliais. Na tarefa de aprendizado espacial no
labirinto aquatico de Morris, camundongos submetidos ao enriquecimento ambiental
encontraram a plataforma submersa num periodo de tempo menor que os animais

controles.

O ambiente enriquecido consiste de varios componentes que incluem expansao
das oportunidades de aprendizado, aumento da interagdo social e da atividade fisica,
além de gaiola ampla (Kempermann et al., 1998). Em 1999, van Praag e
colaboradores, separaram a influéncia dos diferentes componentes que agem no
ambiente enriquecido sobre a neurogénese hipocampal e verificaram que a atividade

fisica aumenta a proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciagdo celulares no giro
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denteado do hipocampo. O ambiente enriquecido aumenta a sobrevivéncia e
diferenciagdo celulares ndo alterando a proliferacdo, resultado similar ao observado
por Kempermann e colaboradores (1997). Alguns estudos tém mostrado que fatores
ambientais como ambiente enriquecido podem alterar o nimero e densidade de

espinhos dendriticos (van Praag et al., 2000; Kolb et al., 2003).

Brown e colaboradores (2003) analisaram a neurogénese no hipocampo e
bulbo olfatério de camundongos submetidos ao enriquecimento ambiental, exercicio
fisico voluntario ou caixa padrao e observaram que apenas os animais expostos ao
exercicio fisico voluntario apresentaram maior proliferacao celular hipocampal que os
animais controles. Observaram também que tanto os animais expostos ao exercicio
fisico voluntario e ao enriquecimento ambiental apresentam maior densidade de
neuronios jovens hipocampais que os animais controles. Ndo foram observadas
diferencas significativas no bulbo olfatério. Os autores sugeriram que essas
influencias ambientais promovem sinais neurogénicos que sao especificos para o giro

denteado do hipocampo.

Piazza e colaboradores (2011) observaram que o enriquecimento ambiental
previne o déficit de memoria espacial em ratos Wistar diabéticos na tarefa de
reconhecimento de objetos. No entanto, o enriquecimento ambiental ndo conseguiu
prevenir a reducdo da proliferacdo celular na camada subgranular e granular do

hipocampo observada em animais diabéticos.

Xu e colaboradores (2009) estudaram o efeito do ambiente enriquecido em
ratos submetidos a isquemia cerebral focal transiente. Nesses animais foi observado

aumento no desempenho da memoria espacial no teste do labirinto aquatico de Morris
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e aumento da densidade sindptica do cortex parietal avaliada com microscopia

eletronica.

Ueda e colaboradores (2005) examinaram a influéncia da deplecao de
serotonina e do ambiente enriquecido sobre a neurogénese hipocampal e a memoria
espacial e verificaram acréscimo de células marcadas com BrdU no giro denteado
dos ratos expostos a ambiente enriquecido. Em contrapartida, observaram um
decréscimo de células marcadas com BrdU no hipocampo dos ratos submetidos a
deplecdo de serotonina, neurotransmissor que influencia a aprendizagem, memoria e

neurogénese hipocampal no adulto.

Segovia e colaboradores (2008) demonstraram que o ambiente enriquecido
reduz a liberagdo de acetilcolina no cortex pré-frontal apds estresse agudo em ratos de
6, 15 e 24 meses sugerindo que animais jovens submetidos ao ambiente enriquecido

possuem menor reatividade a estimulos estressantes.

Sifonios e colaboradores (2009) avaliaram o efeito do ambiente enriquecido
sobre o desamparo apreendido, método em que ocorre a exposi¢do de roedores a um
estresse inescapavel, o qual induziu comportamento similar ao transtorno depressivo.
Os autores observaram que o ambiente enriquecido reverteu o comportamento dos
animais em relacdo ao aumento do tempo de laténcia de escape dos animais
submetidos ao desamparo apreendido. Além disso, duas proteinas estruturais de
neurdnios hipocampais da regido CA3, proteina pré-sindptica sinaptofisina e
subunidade leve de neurofilamento, as quais estavam reduzidas em animais
submetidos ao desamparo apreendido, foram observadas em valores similares a
animais controle quando os animais foram submetidos ao ambiente enriquecido. No

entanto, o ambiente enriquecido ndo elevou a neurogénese no giro denteado desses
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animais. Os autores sugeriram que o ambiente enriquecido pode modificar o
comportamento € as sinapses de animais expostos a modelos experimentais de

depressao.

O ambiente enriquecido, por aumentar a proliferacdo e a sobrevivéncia de
novos neurdnios no hipocampo, pode ter efeito benéfico sobre doengas de distirbio
comportamental (Hattori et al., 2007). Assim como Llorens-Martin e colaboradores
(2007) demonstraram que o ambiente enriquecido teve efeito protetor sobre as células
hipocampais, verificando maior diferenciacdo de neurdnios imaturos no giro denteado
do hipocampo, comparado com o grupo controle, quando posteriormente os ratos
foram expostos ao teste de Porsolt de nado forcado, uma tentativa de modelo

experimental de depressao.

Conforme mencionado acima, a separagdo neonatal promove diversas
alteracdes comportamentais que podem ser decorrentes do prejuizo da funcao
hipocampal e alteracdes no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Considerando que a
separacao materna tem sido utilizada como modelo de estresse e que estudos tém
demonstrado reducdo na neurogénese e alteracdes sinapticas no hipocampo de
animais submetidos a esse procedimento, € que, ao contrario, o ambiente enriquecido
parece apresentar efeitos opostos, como o aumento da neurogénese e dos espinhos
dendriticos, € possivel propor que a provavel reducao na plasticidade do giro denteado
de ratos submetidos a separacdo materna possa estar relacionada a reducdo na
concentracdo de serotonina e aumento de glicocorticoides no hipocampo desses
animais € que o ambiente enriquecido possa ter efeitos benéficos na reversao dessas
alteracoes morfologicas. Além disso, seria interessante investigar se a redu¢do no

numero de neurdnios no giro denteado do hipocampo de roedores jovens submetidos



46

a separacdo materna poderia ser decorrente, em parte, de aumento da apoptose (morte
celular programada) nessa estrutura encefalica, conforme proposto por Fabricius e

colaboradores (2008).

A nossa proposta com este trabalho ¢ testar a hipotese de que “expor animais a
enriquecimento ambiental pode atenuar alteragdes hipocampais decorrentes da

separacao materna’.
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2. Justificativa

Eventos estressantes durante a infancia podem aumentar o risco de
desenvolvimento de doencas psiquidtricas. Apesar de diversos estudos terem sido
realizados com a finalidade de entender as bases neurobioldgicas relacionadas a essas
modificagcdes comportamentais e encefalicas, muitas questdes ainda nao foram
respondidas. A formagao hipocampal ¢ muito sensivel aos efeitos do estresse, sendo
que age inibindo o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA). A regido subgranular do
giro denteado do hipocampo possui a capacidade de neurogénese em individuos
adultos. A hiperestimulagdo do eixo HPA, com conseqiiente liberagdo de
corticosterona, tem sido relacionada a diminui¢do da neurogénese hipocampal. A
separacdo materna ¢ utilizada como modelo de depressao e de estresse pds-natal.
Animais submetidos a separagdo materna apresentam uma resposta exacerbada do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal ao estresse e diminuigdo do numero de espinhos
dendriticos em diversas regides encefalicas. Ao contrario, estudos sugerem que o
ambiente enriquecido, por aumentar a neurogénese no giro denteado do hipocampo,
tenha efeito benéfico sobre doengas comportamentais. Até o presente, os estudos
sobre neurogénese, ndo analisaram a relacdo dos efeitos do ambiente enriquecido
sobre a separacao materna no giro denteado do hipocampo de ratos. Portanto, estudar
fatores ambientais que possam ter efeito benéfico sobre os disturbios
comportamentais ¢ de fundamental importancia, tanto para entender as bases
neurobiologicas desses fenOmenos como para buscar alternativas ambientais de

reversao aos danos causados por eventos estressantes pds-natais.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Verificar se o ambiente enriquecido pode atenuar ou suprimir alteragdes
relacionadas a neurogénese e plasticidade sindptica no giro denteado do hipocampo de

ratos adolescentes submetidos a separagdo materna.

3.2. Objetivos especificos

Conferir se a separagdo materna e/ou enriquecimento ambiental interferem
com:

3.2.1- Neurogénese no giro denteado do hipocampo;

3.2.2- Astrécitos no hipocampo;

3.2.3- Numero de sinapses por area, locais de contato sinaptico (dendritos ou
espinhos dendriticos) e nimero de botdes axonais multisindpticos na camada
molecular interna do hipocampo;

3.2.4- Expressao de mRNA para os genes Nr3c1 (codificador de receptores de
glicocorticoides), Hsd11bl (codificador da enzima responsavel por converter a
cortisona ao hormoénio ativo corticosterona), Hrtla (codificador de receptores
serotoninérgicos SHT-1A) e Bdnf (codificador do fator neurotrofico derivado do

encéfalo).
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4. Material e Métodos

4.1. Manipulag¢ao dos animais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo (processo

numero 114/2010).

Os animais foram mantidos em condigdes padrdao, com acesso a comida e agua
ad libitum, temperatura ambiente em cerca de 22°C e ciclo claro/escuro de 12 horas.
Todos os animais foram manipulados de acordo com as leis nacionais e internacionais
(Diretriz de Conselho da Comunidade Européia de 24 de novembro de 1986,
86/609/EEC) que regem a execucdo de experimentos com animais de laboratério em

condigdes €ticas de trabalho.

Ratas wistar, com cerca de 100 dias de idade, foram alocadas para
acasalamento de forma monogamica (durante 1 semana), sendo posteriormente
colocadas em caixas individuais. Apos o 20° dia do acasalamento as fémeas foram
acompanhadas diariamente a fim de se observar o dia de nascimento dos filhotes.
Foram realizados 3 experimentos, o primeiro para coleta de amostras para
imunohistoquimica (grupo experimental 1), o segundo para coleta de amostras para
microscopia eletronica (grupo experimental 2) e o terceiro para coleta de amostras

para qRT-PCR (grupo experimental 3).

4.2. Separacio materna
O dia de nascimento dos filhotes foi considerado PO, sendo padronizado para
as 17 horas o horario diario de verificacdo do nascimento das ninhadas. No dia

seguinte ao nascimento, P1, observava-se o nimero de filhotes por ninhada, sendo
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incluidos no estudo apenas ninhadas entre 7 a 11 filhotes. As ninhadas, juntamente
com suas respectivas maes, permaneceram em caixas padrdo de polipropileno de
dimensoes 41,00 x 34,00 x 16,00 cm até o dia do desmame, P21. No P7, P14 ¢ P21 os
filhotes de cada ninhada foram pesados, neste momento era realizada a troca de
maravalha das caixas, a fim de minimizar possivel estresse pela manipulacdo humana.

Para o procedimento de separacdo materna os filhotes foram retirados da caixa
padrdo e levados a uma sala adjacente, diariamente entre as 09:00 e 12:00, ao longo
dos dias pos-natais P1 a P14 (figura 4). Apds esse periodo a ninhada era devolvida a
sua respectiva mae, a qual permanecia na caixa padrdo. Durante o periodo de
separagdo as ninhadas foram mantidas sobre lengol térmico, a fim de evitar perda de

calor. As ninhadas controles permaneceram em seu ninho.

5 . 1 -~ a £ " Y
j\ : L /‘4/' : - . — ‘*
Ly, W < f
Figura 4: Ninhada submetida ao procedimento de separagdo materna (os animais
foram colocados sobre lengol térmico para reduzir a perda de calor).

Apds o desmame, os filhotes machos provenientes de uma mesma ninhada, de
cada procedimento (controle x separagdo materna), foram subdivididos em grupos

submetidos ou nio ao enriquecimento ambiental. Portanto formaram-se os seguintes
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grupos: (1) controle, (2) submetidos a separagdo materna, (3) mantidos no ambiente

enriquecido, (4) submetidos a separacao materna e mantidos no ambiente enriquecido.

4.3. Enriquecimento ambiental

O enriquecimento ambiental estd relacionado ao aumento das oportunidades
de aprendizado, atividade fisica e interagao social. No P24 os animais submetidos ao
enriquecimento ambiental foram colocados em gaiolas de aco inox nas dimensdes de
100,00 (comprimento) x 50,00 (largura) x 100,00 (altura) cm. No P22 e P23 foram
realizadas as injecdes intraperitoneais de BrdU, o marcador utilizado para estudos de
neurogénese. Administraram-se 3 inje¢Oes diarias durante o periodo claro, com um
intervalo de aproximadamente 4 horas entre as injecoes (iniciando-se as 09:00, 13:00
e 17:00), durante 2 dias consecutivos, na dose de 100mg/Kg e concentragdo de
20mg/ml, sendo o BrdU diluido em solugao fisiologica 0,9% a 37° C.

As caixas de ambiente enriquecido possuem 3 andares conectados por tubos
(conhecidos comercialmente por habitrail, ou manualmente montados com PVC),
escadas, rodas de correr, rolhas de cortica € comedouros e bebedouros dispostos em
diversas regides da caixa (figura 5). Nas gaiolas padrdao de polipropileno (41,00 x
34,00 x 16,00 cm) os animais foram mantidos em niimero de 4 por caixa e nas gaiolas
de ambiente enriquecido em niimero de 8 a 10 por caixa.

Semanalmente foi realizada a limpeza das gaiolas e ‘“brinquedos” com
detergente neutro e agua sanitaria. Durante a limpeza, foi também realizada a troca
dos “brinquedos” e do local dos comedouros e bebedouros, para que os animais
pudessem sempre ter novas oportunidades de aprendizado. Procurou-se sempre
adicionar “brinquedos” com diferentes texturas, como a diferenga entre os habitrais

(com ranhuras e transparentes) e tubos de PVC (lisos e escuros).
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Figura 5: Caixa de enriquecimento ambiental: oportunidade de aprendizado,
atividade fisica e interacdo social. Ratos com cerca de 30 dias de idade no
enriquecimento ambiental.

No P51 £ 2 os animais do grupo experimental 1, utilizados para técnicas
imunohistoquimicas, foram anestesiados e perfundidos com solugdo salina (0,9%),
seguida de paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sodio 0,1M (pH = 7,4). Os
encéfalos foram mantidos durante 12 horas neste fixador, sendo armazenados em
tampao fosfato 0,1M e crioprotegidos em trocas de sacarose 15% e sacarose 30%. Os
animais do grupo experimental 2, utilizados para a técnica de microscopia eletronica,
foram perfundidos com solugdo salina (0,9%), para laver o leito capilar, seguido da
solugdo do fixador composto de paraformaldeido 2% e glutaraldeido 2% em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M. Os encéfalos retirados permaneceram nesses fixadores
durante a noite a 4°C, e posteriormente foram armazenados em tampao cacodilato de
sodio 0,1M. Os animais do grupo experimental 3, destinados a qRT-PCR, foram

decapitados, e a glicemia medida com o aparelho Accu-chek Active utilizando-se
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sangue do momento da decapitagdo. A glicemia dos animais foi medida para verificar
possiveis diferencas metabdlicas entre os animais.

As analises foram realizadas aproximadamente no P51 + 2, uma vez que nesta
idade os ratos podem ser considerados adolescentes. A maturidade sexual de ratos
ocorre em torno do P45 (Sengupta, 2011; Sengupta, 2013), enquanto que em humanos
ocorre por volta dos 12 anos de idade. Aproximadamente no P49 os ratos podem ser
considerados adolescentes, e do P70 adultos jovens (Sengupta, 2013). Influéncias
ambientais poOs-natais podem modular aleragdes no encéfalo e no comportamento
durante a adolescéncia, dependendo do ambiente a que esses individuos forem
submetidos (Paus, 2013). A responsividade ao estresse muda ao longo da puberdade e
adoslescéncia, perido em que a maturagdo sexual e social estdo sendo firmadas, bem
como ha alta plasticidade, e que o encéfalo esta susceptivel ao desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos, tanto em humanos como em modelos animais para esses
transtornos (Romeo e McEwen, 2006; Romeo, 2010; Klein ¢ Romeo, 2013; Paus,
2013). Por exemplo, em humanos, o primeiro episodio de psicose surge em
adolescente ou jovens (Holtzman et al., 2013). Alteracdes neuroendodcrinas neste
periodo, incluindo no eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, frente a estimulos ambientais,
estdo relacionadas a essa suscetibilidade (Romeo, 2010; Borges ef al., 2013; Klein e
Romeo, 2013), bem como tem sido associadas a alteracdes nos processos de
plasticidade (Eiland e Romeo, 2013). Assim, no rato, o P48+2 coincide com o
periodo o encéfalo encontra-se muito susceptivel ao ambiente, € em que os eventos

pOs-natais podem ter extrema importancia.
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4.4. Microscopia de fluorescéncia e microscopia confocal

ApoOs diversos testes de padronizagdo imunohistoquimica seguiu-se o
protocolo descrito. Secgdes de criostato de 20 micrometros de espessura foram
montadas sobre 1aminas gelatinizadas e armazenadas a -20°C, até o0 momento do uso.
Para o processamento, as laminas foram colocadas em temperatura ambiente € vacuo
a -25 in/Hg durante 1 hora; imersas em TBS Triton X-100 2%, 1 hora; bloqueadas
com glicina 0,1 M diluida em TBS Triton X-100 a 1%, 1 hora; bloqueadas com BSA
a 2% e soro normal da espécie animal em que foi feito o anticorpo secundario a 1%
diluidos em TBS Triton X-100 a 1%, 1 hora; incubadas com os anticorpos primarios
policlonais (dilui¢cdes: anti-Doublecortina = 1:500, “rabbit polyclonal to
Doublecotin”, ab18723, ABCAM; ou anti-GFAP, “rabbit polyclonal to Glial
Fibrillary Acidic Protein”, AB5804, = 1:500; Millipore), diluidos em BSA a 1% e
soro normal a 0,5% diluidos em TBS Triton X-100 a 1%, durante a noite em
temperatura ambiente. No dia seguinte as laminas foram lavadas em TBS Triton X-
100 1% com BSA 0,5% (2 x 10") e TBS Triton X-100 1% (4 x 10’), e incubadas com
anticorpos secundarios fluorescentes (Alexa Fluor 594 chicken anti-rabbit, A21442,
ou Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit, A11010, diluigao = 1:500, Invitrogen) durante 3
horas. Apos lavados em TBS Triton X-100 1% com BSA 0,5% (2 x 10"), TBS Triton
X-100 1% (4 x 10’) e agua destilada, as laminulas foram montadas sobre as laminas
com Prolong Gold. A microscopia e aquisicido de imagens foi feita com o
Microscopio Laser Leica LMD 6500.

Para a incubagdo anti-BrdU/NeuN, modificada de Tang e colaboradores
(2007) (diluigdes: anti-BrdU = 1:100, GE Healthcare; anti-NeuN =1:500, Millipore),
as laminas foram colocadas em estufa a 50°C com vacuo a -25 in/Hg durante 1 hora.

Em seguida, foi realizada a recuperacdao antigénica em citrato de sédio 0,1 M, pH
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6,00, a 96°C durante 30 minutos. Apds esfriamento, as ldminas forma lavadas em
TBS-Triton X-100 1% por 1 hora, TBS-Triton X-100 0,5% com glicina 0,1M por 1
hora, e em TBS (3x 15°). O bloqueio das ligacdes inespecificas foi feito com BSA 2%
e soro da espécie animal em que foi feito o anticorpo secundario, diluidos em TBS.
Os anticorpos primarios, anti- BrdU (diluicdo = 1:100, “mouse monoclonal to
Bromodeoxyuridine”, RPN202, GE Healthcare) e NeuN (diluicdo = 1:500, “rabbit
polyclonal to NeuN”, ABN78, Millipore) foram diluidos em DNase (GE Healthcare)
com TBS durante a noite. No dia seguinte, realizaram-se lavagens em TBS Triton X-
100 (4x 10’) e incubaram-se com os anticorpos secundarios, Alexa Fluor 488 goat
anti-mouse (diluicdo = 1:500, A11001, Invitrogen) e Alexa Fluor 594 donkey anti-
rabbit (diluicao = 1:500, A21207, Invitrogen) durante 3 horas. Realizaram-se lavados
em TBS Triton X-100 (4x 10’) e em agua destilada (1 x 5’), incubagdo com DAPI
(1:4.000, Sigma), e lavado em 4agua destilada. As laminas foram montadas com
Prolong Gold (Invitrogen). As imagens foram adquiridas com o Microscopio
Multiféton Zeiss: emissao 690, 488 e 594; absor¢ao: 415 a 515, 498 a 598 ¢ 604 a
704.

Para neurogénese no giro denteado do hipocampo analizaram-se: o nimero de
células BrdU positivas, BrdU/NeuN positivas (figuras 6, 7 e 8), doublecortina
positivas € a area imunopositiva para doublecortina (figuras 9 e 10). Também foi
analisada a area imunopositiva para GFAP, marcador de astrocitos (figura 11). O
programa Image J (NIH, BETHESDA, MD, USA) foi utilizado para a quantificagao.
Analisaram-se as seguintes seccoes antero-posteriores aproximadas ao bregma: ~2,56,
3,60 e 4,52, em ambos os lados do hipocampo. Para imunofluorescéncia em
microscopia de luz analisaram-se 2 sec¢des hipocampais para cada altura do bregma,

em microscopia confocal analisou-se 1 sec¢ao hipocampal para cada altura do bregma
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(antero-posterior: ~2,56 e 3,60, salienta-se que foram apenas analisados os animais
com ambas as alturas do brega) reconstruindo-se cada hipocampo,

bidimensionalmente, a partir 24 imagens (6 x 4) obtidas com a objetiva de 40x.
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Figura 7: Neurdnios imunopositivos para BrdU (em vermelho) e NeuN (em verde).
Neurdnios jovens, colocalizagdo de ambos os marcadores (em laranja). A:
reconstru¢do de 6 imagens (3 x 2) com objetiva de 40x. B: reconstrugdo de 2 imagens
2x1).
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Figura 8: Microcopia confocal de neurdnios jovens na camada granular do giro
denteado. Colocalizagdo (em amarelo) da marcacao anti-BrdU (excitagdo: 488) e anti-
NeuN (excitagdo: 594, em vermelho).
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Figura 9: Microscopia confocal de neur6nios imunopositivos para doublecortina
(vermelho) e NeuN (azul). No canto superior direito observar neuroblastos se
integrando a camada granular do giro denteado e extendendo seus dendritos em
dire¢do a camada molecular interna da formagdo hipocampal.



Figura 10: Inmunofluorescéncia de neur6nios imunopositivos para doublecortina.
Observar neuroblastos se integrando a camada granular do giro denteado e
extendendo seus dendritos em dire¢do a molecular interna da formagao hipocampal.

50 pm
—

Figura 11: Imunofluorescéncia de astrécitos (imunomarcados para a proteina GFAP)
no hipocampo.
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4.5. Microscopia eletronica

Os animais (n= 2 ou 3 por grupo experimental) foram anestesiados e perfundidos
com paraformaldeido 2% + glutaraldeido 2% em tampao cacodilato de sodio 0,1M.
Apos lavado, os encéfalos foram seccionados em vibratomo, em cortes de 100um de
espessura (cortes coronais ~2.56 do bregma abrangendo o giro denteado de animais
com aproximadamente 50 + 2 dias de idade), e armazenados em tampao cacodilato de
sodio 0,1M. Em seguida, realizou-se a preparacdo de rotina (cortes semi-finos e
ultrafinos) para microscopia eletronica (Moreira ef. al., 1996; Moreira et. al., 1998):
pos fixagdo: 1% OsO4 em tampao cacodilato de so6dio 0,1 M 2 hs a 4°C; lavado: em
tampao cacodilato de sodio 0,1 M, e tampao acetato de sédio pH=5,0; impregnacao
em bloco com acetato de uranila 2% em 0,1M de tampao acetato de sdédio pH=5,0;
desidratagcao: em alcéois (ETOH) crescentes, ETOH 50/75/85/95% (10 min cada),
ETOH 100% 2 x 5 min, Oxido de Propileno (OP) 3 x 5min; infiltragdo: resina
Embed-812:0P - 1:1 (2-4hs), 2:1 (4 hs), 3:1 (2-4hs); 100% resina (4 hs); inclusdo:
orientagdo do material em formas e polimerizagdo em estufa 60°C por 72 horas. Os
blocos de resina foram aparados e cortados no ultramicrotomo Leica Ultracut UCT
em seccoes semi-finas (0,5 wm) de ambos os lados do hipocampo, coradas com azul
de toluidina e observadas com microscopia de luz, para delimitar a camada molecular
interna do giro denteado (figura 12). Cortes ultrafinos (70nm) da camada molecular
interna foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo para
microscopia eletronica. A camada molecular interna foi escolhida uma vez que
durante a neurogénese hipocampal, as cé€lulas tronco, provenientes da camada
subgranular, se diferenciam e se integram a camada granular do giro denteado,

enviando dendritos para a molecular interna e axonios para o hilo e CA3.
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Figura 12: Corte semi-fino (0,5 um) do giro denteado do hipocampo corado com
azul de toluidina. Neur6nios imaturos situam-se na camada subgranular, mas se
diferenciam e integram a camada granular e estendem seus dendritos para a
camada molecular. No angulo inferior direito, sec¢do de um bloco aparado para
corte fino. No angulo superior esquerdo observa-se maior aumento da camada
granular e da camada molecular interna do hipocampo.
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As imagens foram adquiridas no Microscépio de Transmissdo Zeiss EM10,
com Camera Digital Veleta. Foram estudadas aproximadamente 300 sinapses por
grupo experimental. Os pardmetros avaliados foram: numero de sinapses por area,
porcentagem de sinapses excitatdrias e inibitdrias, propor¢do de sinapses sobre
dendritos ou espinhos dendriticos e porcentagem de espinhos dendriticos em botdes

axonais multisinapticos.

Sinapses assimétricas foram identificadas pelas espessas densidades poOs-
sinapticas, ou seja, evidente assimetria pré-pos sinaptica. Sinapses simétricas
apresentam delgadas densidades pré e pds sindpticas similares em densidade (figura
13). Imunoeletromicroscopia com anticorpos para glutamato e GABA confirmam
estes dados morfoldgicos na amigdala cerebral de ratos (Brusco ef al., 2014). Ramos
dendriticos foram identificados por sua abundancia em organelas, como microtibulos,
neurofilamentos, mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso ou ribossomos livres.
Espinhos dendriticos foram identificados pelo citoplasma flocular, presenca de

cisterna lisa ou aparatus do espinho e auséncia de microtubulos, neurofilamentos ou

outras organelas (Adams e Jones, 1982, figura 14).

-.‘ ‘ 8> o ! " L & ’ . Hﬁ S "» ‘s" N A fal AN UL@‘:—»(‘
Figura 13: Micrografias eletronicas de sinapse assimétrica excitatoria (A) sobre
espinho dendritico (auséncia de microtubulos, mt) e simétrica inibitoria (B) sobre
processo dentritico (presenga de microtubulos, mt).
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Figura 14: Micrografia eletronica de sinapses assimétricas (—) sobre espinhos
dendriticos com formato “mushroom”. Observar microtibulos (mt) e mitocondrias
(M) no ramo dendritico. Camada molecular interna.
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4.6. Expressio de mRNA para receptores de glicocorticoides em amostras

restritas da camada granulosa mediante o sistema de microdisseccio a laser

4.6.1. Microdissecc¢ao

Os animais foram rapidamente anestesiados com isofluorano e decapitados.
Os encéfalos foram retirados, congelados rapidamente e mantidos a -80°C. Apds
limpeza com alcool 70% em agua DEPC, foram realizados cortes de criostato de
20pum de espessura e colocados sobre laminas Pen-Membranas 2,0um, RNAse e
DNAse livres (Leica #11505189). As secgdes foram armazenadas a -80°C. Para a
microdissec¢do as laminas foram gradualmente ambientadas (15 min a -20°C, 4°C e
temperatura ambiente). As sec¢des foram coradas com azul de toluidina 1% em agua
DEPC (filtrado em filtro de seringa 0,22um), lavadas 2 vezes em agua DEPC por 30
segundos, imersas em etanol 75% em agua DEPC por 3 minutos, secas em estufa a
42°C com vacuo a -25 in./Hg por 10 minutos e levadas ao sistema de microdissec¢io
a laser Leica LMD6500 (modificado de Burbach et al., 2003; Burbach et al., 2004).
Foram obtidas 12 secg¢des (bilaterais) do giro denteado do hipocampo para cada
extracdo de RNA (figura 15). As condigdes ideais para a coleta das amostras foram
padronizadas, sendo utilizados os seguintes parametros de laser: poder 42, abertura

14, velocidade 10 e balaco do espécime 5.
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4.6.2. Extracao de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo do RNA total, foi utilizado o Kit PureLink™ RNA Micro
(Invitrogen by Life technologies, cat #12183-016).

Ao material seccionado foram adicionados 350 pL de tampao de lise com 3,5
ul de B-mercaptoetanol, seguindo-se da adicdo de Syl de PureLink Carrier RNA
diluido. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 3 minutos para lise e
homogeneizacdo. Em seguida, as amostras foram transferidas para um novo tubo
(RNAse e DNAse livre), sendo adicionados 350ul de etanol a 70% em agua DEPC.
Realizada a homogeinizagdo, a amostra foi transferida para a coluna PureLink™
MicroKit, e centrifugada a 12.000x g por 1 minuto. A coluna, adicionaram-se 20ul da
mistura de PureLink™DNAse com buffer DNAse, e incubou-se por 20 minutos em
temperatura ambiente. As colunas foram lavadas duas vezes com 350 pl de Wash
Buffer 1, por centrifugacdo a 12000 x g por 15 segundos, e duas vezes com 500ul de
Wash Buffer 11, por centrifugacdo a 12000 x g por 15 segundos. A coluna foi seca por
centrifugacdo a 12000 x g por 1 minuto, adicionaram-se 12ul de agua DEPC e
centrifugou-se a 12000 x g por 1 minuto para a eluicdo do RNA.

As amostras de RNA foram quantificadas em espectrofotometro NanoVue
plus (Ge lifesciences), e a sintese do cDNA foi realizada a partir de 1pug de RNA total
utilizando o Kit SuperScript® VILO™ c¢DNA Synthesis (Invitrogen by Life
technologies, #11754). Para cada amostra adicionaram-se 4ul de VILO™ Reaction
Mix 5X, 2 ul de SuperScript® Enzyme Mix, 1pug de RNA e dgua DEPC para volume
final de 20ul. As amostras foram incubadas no termociclador PTC-200 (MJ Reserch)
com o seguinte ciclo: 25°C por 10 minutos, 42°C por 60 minutos, ¢ a 85°C por 5

minutos. As amostras foram estocadas a -20°C até a realizacao do qRT-PCR.
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4.6.3. PCR quantitativo em tempo real

A reagao de qRT-PCR foi realizada no aparelho 7500 Real Time PCR System
segundo o protocolo do fabricante do TagMan Master Mix (Applied Biosystem,
EUA). Para corrigir diferencas de amplificacdo provocadas por variagcdes na
quantidade de RNA inicial ou por variagdes na eficiéncia de cada reacao foi utilizada
a amplificagdo do mRNA do Rnr5s, f-actina e Gadph como controle interno.

As reagoes para o estudo da expressao dos mRNAs alvo tiveram volume final
de 15uL: 0,75uL. TagMan® Gene Expression Assay 20x especifico de cada gene,
7,5uL TagMan® Gene Expression Master Mix 2%, 1uL. do cDNA diluido em 1:5 ¢
agua DEPC. Todas as reagdes foram repetidas 3 vezes e os experimentos validados

com o uso de controles negativos com omissao da amostra.

Tabela 1: Genes utilizados no qRT-PCR

TagMan® Gene Gene Interesse Comprimento Ref NCBI
Expression Assay amplificado (pb)

Rn00561369 ml Nr3cl 73 Rn.90070
Rn00567167 ml Hsd11bl 80 Rn.185798
Rn00561409 sl Htrla 75 Rn.44486
Rn02531967 sl Bdnf 142 Rn.11266
Rn00667869 ml ActB 91 Rn.94978
Rn01775763 gl Gadph 175 Rn.129558
Rn03928990 gl Rn45s 61 -

Utilizamos trés diferentes genes controle, os quais sao amplamente utilizados
nos estudos de qRT-PCR, mas obtivemos diferentes resultados ao compararmos a
expressao dos mRNA alvos/mRNA controles (figura 16). Abaixo mostramos a
expressao relativa dos diferentes genes estudados em relagdo aos diferentes genes
controles, bem como a analise dos valores de ct nos diferentes grupos experimentais

(figura 17):
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Figura 16: Expressao relativa de mRNA dos genes de interesse em relacdo aos
diferentes genes controle: Rn45s, Gadph e Actb, respectivamente.
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Figura 17: ct dos genes controle. Observe que o ct do gene GADPH variou entre os
diferentes grupos experimentais.

Os resultados mais similares foram relacionados ao uso dos genes Rn45s e
Gadph como controles. No entanto, apesar do uso corriqueiro destes trés genes como
controles nas reacdes de qRT-PCR, Daniels ef al. (2011) observou que a expressao
das proteinas f-actina e Gadph encontram-se alteradas em animais submetidos a
separacao materna ou exercicio fisico. Além disso, trabalhos recentes apontam que o
1soflurano, anestésico utilizado no presente estudo nos animais utilizados para os
experimentos de qRT-PCR, desestabilizam os espinhos dendriticos por um
mecanismo dependente de actina (Platholi et al., 2014). Portanto, optamos por utilizar

o gene Rn45s como controle mais apropriado.
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4.7. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. As variaveis
quantitativas com homogeneidade de varidncias foram analisadas por ANOVA,
quando comparados 2 grupos, ou ANOVA de duas vias, quando comparados 4 grupos
(a fim de verificar interagdo entre os fatores), seguido pelo post-hoc de Fisher. As
variaveis quantitativas com heterogeneidade de variancias foram analisadas por
Mann-Whitney U Test, quando comparados 2 grupos experimentais, ou ANOVA de
duas vias ndo paramétrica, quando comparados 4 grupos (a fim de verificar interacao
entre os fatores). O teste de Levene foi utilizado para verificar a homogeneidade de
variancias (variaveis com homogeneidade de variancias quando p > 0,05). As analises
de correlagdes foram analisadas através do teste da distribuicao unilateral (‘one-tailed
test”). As andlises estatisticas e graficos foram obtidos utilizando-se o programa

STATISTC 7.0 e PRISM 5.0.
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5. Resultados
5.1. Peso e glicemia

O peso dos animais das ninhadas (incluindo machos e fémeas), em gramas, do
primeiro procedimento experimental, no 1° dia pés-natal (U (nl =n2 = 2) = 370,00, p
> 0,05), ndo apresentou diferencas significativas entre os filhotes que seriam
submetidos a separagdo materna (SM: 6,55 £ 1,02, n = 29) e controles (C: 6,90 +
0,60, n =31). No 7°, 14° ¢ 21° dia pos-natal os animais submetidos ao procedimento
de separag¢do materna (SM: 7°: 14,45 +1,72; 14°: 26,62 + 2,16; 21°: 43,90 + 4,47, n =
29) apresentaram pesos semelhantes aos animais controles (C: 7°: 14,97 + 0,79; 14°:
26,42 +2,17;21°: 43,45 +3,40,n=31); U (nl =n2 =2)=357,50, F (1,58) = 0,13 ¢
F (1,58) = 0,19, respectivamente (p > 0,05 para todas as idades, figura 18).

O peso dos filhotes machos, nos dias 14° € 21° pos natal, tampouco diferiram
significativamente entre animais submetidos a separa¢do materna (14°: 26,86 + 2,14;
21°: 44,43 £ 422, n = 14) e controles (14°: 27,60 = 1,76; 21°: 44,93 + 2,94, n =15); F

(1,27) = 1,04 e F (1, 27) = 0,14, respectivamente (p > 0,05 para todas as idades,

figura 18).
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Figura 18: Peso dos filhotes das ninhadas controle e submetidas a separacao materna
no 1°, 7°, 14° e 21° dia pos-natal (grafico a esquerda) e dos machos controle e
submetidos a separa¢do materna no 14° e 21° dia pds-natal (grafico a direita).
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Os machos dos grupos submetidos ao enriquecimento ambiental
permaneceram 4 semanas neste ambiente. Analisou-se o ganho de peso dos animais
na 2°, 3° e 4° semana em comparagdo com a 1° na caixa padrio ou no ambiente
enriquecido. No final da 2* semana observou-se efeito significativo da varidvel
manipulagdo entre os grupos experimentais (F (1, 25) = 7,85, p < 0,01). Os animais
SMEA apresentam ganho de peso inferior aos C e EA (C: 43,14 + 3,52, n = 7; SM:
39,71 £5,06,n="7; EA: 41,87 £ 5,54, n=8; SMEA: 34,28 £ 6,52, n=17).

No final da 3" semana observou-se efeito significativo das variaveis
manipulagdo (F (1, 25) = 7,46, p < 0,05) e gaiola (F (1, 25) = 10,08, p < 0,01), no
entanto, ndo houve interacdo entre esses fatores (F (1, 25) = 2,27, p > 0,05). Os
animais SMAE apresentaram ganho de peso inferior aos animais C, EA ¢ SM (C:
85,14 £ 9,15, n=7; SM: 81,00 + 9,27, n = 7; EA: 79,50 + 4,44, n = §; SMEA: 65,14
+ 12,35, n = 7); F (1, 25) = 2,27, p < 0,05. No final da 4" semana houve efeito
significativo da variavel gaiola entre os grupos experimentais (F (1, 25) = 14,01, p <
0,01). O ganho de peso dos animais SMEA foi inferior aos C e SM (C: 133,28 +
13,74,n="7; SM: 128,86 = 16,41, n =7; EA: 117,12 £ 9,05, n = §; SMEA: 102,00 +
20,98, n =7, figura 19).
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Figura 19: Ganho de peso dos animais. Os animais SMEA tiveram menor ganho de

peso que os animais C e AE (2 semanas), C, SM ¢ AE (3" semana) e C ¢ SM (4°
semana).
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Nao foram observadas diferencas significativas quanto a glicemia dos animais
(F (1, 29) = 0,59, p > 0,05, (1,29) = 0,34, manipula¢do x gaiola), do terceiro
procedimento experimental, nos diferentes grupos experimentais: C: 150,25 + 11,46,
n=28; SM: 150,00 + 12,94, n = §; EA: 148,89 + 16,36, n = 9; SMEA: 142,87 + 19,42,

n = 8§, figura 20.
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Figura 20: Nao foram observadas diferengas significativas entre a glicemia dos
animais nos diferentes grupos experimentais, p > 0,05.
5.2. Neurogénese
5.2.1. Células BrdU positivas

Foram observadas diferencas significativas no fator manipulagdo, F (1,11) =
10,50, p < 0,01, no niamero de células BrdU positivas na camada granular (CG) do
hipocampo, bregma 2,56. Foi observada reducdo no niamero de células BrdU positivas
nos animais SM em relacao aos C e EA, bem como tendéncia de redugdao nos SMEA
em relacdo aos C e EA (C: 27,75 + 6,40, SM: 16,33 £ 6,03; EA: 28,20 + 7,15, SMEA:
18,33 + 3,51), F (1, 11) = 0,06, p > 0,05, manipulagdo x gaiola. Em relagcdo ao
numero de células BrdU positivas na camada subgranular do hipocampo, bregma
2,56, nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais
(C: 8,00 + 3,92, SM: 7,00 = 1,00; EA: 10,80 + 6,38, SMEA: 11,00 + 4,58), F (1, 11) =

0,06, p > 0,05, manipulagdo x gaiola. Em relagdo ao numero de células BrdU
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positivas, em ambas as camadas, bregma 2,56, foram observadas diferengas
significativas no fator manipulacdo, F (1,11) = 5,38, p < 0,05, com redugdo nas
c¢lulas BrdU positivas nos animais SM em relacdo EA, e tendéncia de reducao nos
SM em relacao aos C (C: 35,75 £ 9,53, SM: 23,33 + 5,03; EA: 39,00 + 11,38, SMEA:
29,33 £ 5,03).

No numero de células BrdU positivas na camada granular do hipocampo,
bregma 3,60, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
experimentais (C: 26,50 + 2,38, SM: 19,33 £4,51; EA: 23,20 + 9,83, SMEA: 19,00 +
7,21), F (1, 11) = 0,16, p > 0,05, manipulag¢do x gaiola. Em relagdo ao nimero de
células BrdU positivas na camada subgranular do hipocampo, bregma 3,60, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os grupos experimentais (C: 11,00 £ 2,16,
SM: 5,00 + 2,65; EA: 7,00 + 5,48, SMEA: 8,00 + 3,00), F (1, 11) =291, p > 0,05,
manipula¢do x gaiola. Em relacao ao niimero de células BrdU positivas, em ambas as
camadas, bregma 3,60, ndo foram observadas diferencas significativas (C: 37,50 +
2,38, SM: 24,33 + 6,80; EA: 30,20 = 11,92, SMEA: 27,00 £9,54), F (1, 11) = 1,14, p
> 0,05, manipulagdo x gaiola.

Em relacdo a somatoria de células BrdU positivas em ambas as seccoes
(ambas as alturas antero-posteriores do bregma), na camada granular do hipocampo,
foram observadas diferencas significativas para o fator manipulagao, F (1,11) = 7,79,
p < 0,05, com tendéncia de reducdo das células BrdU positivas nos animais SM em
relagdo aos C e EA, e nos SMEA em relagdo aos C. (C: 54,25 + 7,45, SM: 35,67 +
6,11, EA: 51,40 = 16,23, SMEA: 37,33 + 5,13), F (1, 11) = 0,15, p > 0,05,
manipula¢do x gaiola. Na camada subgranular do hipocampo niao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos experimentais (C: 19,00 = 5,23, SM: 12,00 +

2,65, EA: 17,80+ 11,23, SMEA: 19,00 +6,24), F (1,11) = 0,98, p > 0,05. Em relagao
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a somatoria de células BrdU positivas, em ambas as camadas (granular e
subgranular), foram observadas diferencas significativas no fator manipulagdo, F
(1,11)=6,11, p < 0,05. Foi observada redugdo nas células BrdU positivas nos animais
SM em relagdo aos C, bem como tendéncia de redugdo nos SM em relagao aos EA (C:

73,25 £ 10,78, SM: 47,67 + 8,02, EA: 69,20 + 21,41, SMEA: 56,33 £ 6,03, figura 21
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Figura 21: Observou-se, de maneira geral, significancia estatistica ou tendéncia a
redu¢do nas células BrdU positivas nos animais submetidos a separagdo materna, mas
o enriquecimento do ambiente atenuou esse efeito. Na camada granular (CG), bregma
2,56, foi observada reducao nas células BrdU positivas nos animais SM em relagao
aos C e EA, bem como tendéncia de reducao nos SMEA em relacdo aos C e EA. Em
ambas as camadas (granular e subgranular, CG + CSG) foi observada redugdo nas
células BrdU positivas nos animais SM em relacdo EA, e tendéncia de reducao nos
SM em relacao aos C. Nao foram observadas diferencgas significativas entre os grupos
experimentais no bregma 3,60. Em relacdo a somatoria de células BrdU positivas em
ambas as seccdes, na camada granular do hipocampo, foi observada tendéncia de
redu¢do das células BrdU positivas nos animais SM em rela¢dao aos C e EA, bem nos
SMEA em relacdo aos C. Em ambas as camadas, foi observada reducdo nas células
BrdU positivas nos animais SM em relagdo aos C, e tendéncia de reducao nos SM em
relacao aos EA.
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5.2.2. Células BrdU/NeuN positivas

No numero de células BrdU/NeuN positivas na camada granular do
hipocampo, bregma 2,56, foram observadas diferencas significativas no fator
manipulagdo, F (1,11) = 8,86, p < 0,05. Foi observada reducao nas células
BrdU/NeuN positivas nos animais SM e SMEA em relacdo aos EA, bem como
tendéncia de redu¢do nos SM em relagdo aos C (C: 22,25 + 3,86, SM: 13,67 + 7,77,
EA: 25,40 = 7,23, SMEA: 15,00 + 3,61), F (1, 11) = 0,08, p > 0,05, manipulagcdo x
gaiola. Na camada subgranular do hipocampo, ndo foram observadas diferencas
significativas (C: 0,50 = 1,00, SM: 0,67 £ 0,58, EA: 0,40 + 0,89, SMEA: 0,67 = 1,15).
Em ambas as camadas, foram observadas diferencas significativas para o fator
manipulagdo, F (1,11) = 7,72, p < 0,05. Houve reducao nas células BrdU/NeuN
positivas no grupo SM em relagdo ao EA, bem como tendéncia de reducao no SMEA
em relacdo ao EA, (C: 22,75 £ 2,99, SM: 14,33 + 7,64, EA: 25,80 £ 7,92, SMEA:
15,67 +4,73), F (1, 11) = 0,07, p > 0,05, manipulagdo x gaiola.

No numero de células BrdU/NeuN positivas na camada granular do
hipocampo, bregma 3,60, houve tendéncia para o fator manipulagdo, F (1,11) = 3,68,
p < 0,10. A tendéncia ndo foi confirmada no teste post-hoc (C: 22,00 £ 2,71, SM:
15,67 + 3,51, EA: 19,80 + 7,19, SMEA: 14,67 + 7,02), F (1, 11) = 0,04, p > 0,05,
manipula¢do x gaiola. Na camada subgranular foi observada tendéncia para o fator
manipulagdo, F (1,11) = 3,46, p <0,10. A tendéncia nao foi confirmada no teste post-
hoc (C: 0,75 + 0,50, SM: 0,33 + 0,58, EA: 0,80 + 0,84, SMEA: 0,00 £ 0,00), F (1,11)
= 0,34, p > 0,05, manipulagdo x gaiola. Em ambas as camadas, foi observada

tendéncia para o fator manipula¢do, F (1,11) = 4,32, p < 0,10. Foi observada
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tendéncia de reducdo nas células BrdU/NeuN positivas nos animais SMEA em
relacdo C (C: 22,75 £+ 3,20, SM: 16,00 + 4,00, EA: 20,60 = 7,16, SMEA: 14,67 +
7,02), F (1,11) = 0,02, p > 0,05, manipulagdo x gaiola.

Na somatoria de células BrdU/NeuN positivas na camada granular, em ambas
as secgoes, houve diferencas para o fator manipulagdo, F (1,11) = 9,31, p < 0,05.,
com reduc¢do nas células BrdU/NeuN positivas nos animais SM e SMEA em relacao
aos EA, e tendéncia de reducao nos SM e SMEA em relagdo aos C (C: 44,25 £+ 6,29,
SM: 29,33 + 7,37, EA: 45,20 + 13,46, SMEA: 29,67 + 3,79), F (1,11) = 0,004, p >
0,05, manipulagdo x gaiola. Na camada subgranular nao observadas diferencas
significativas entre os grupos experimentais (C: 1,25 = 0,50, SM: 1,00 £+ 0,00, EA:
1,20 £ 0,84, SMEA: 0,67 + 1,15), F (1,11) = 0,10, p > 0,05, manipulagcdo x gaiola.
Em ambas as camadas, foram observadas diferencas significativas para o fator
manipula¢do, F (1,11) = 9,43, p < 0,05, com redugdo nas cé¢lulas BrdU/NeuN
positivas nos grupos SM e SMEA em relagdo ao EA, e tendéncia a reducao do grupo
SM e SMEA em relagdo ao C (C: 45,50 + 5,80, SM: 30,33 + 7,37, EA: 46,40 + 14,05,

SMEA: 30,33 + 3,21, figura 22 e 24).
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Figura 22: Observou-se, de maneira geral, tendéncia ou significancia estatistica, de
redu¢do nas células BrdU/NeuN positivas nos animais SM e SMEA em relagdo aos C
e EA. Na camada granular, bregma 2,56, foi observada redugdo nas células
BrdU/NeuN positivas nos animais SM e SMEA em relagdo aos EA, e tendéncia de
reducao nos SM em relagdao aos C. Em ambas as camadas, houve redugao nas células
BrdU/NeuN positivas no grupo SM em relacdo ao EA, e tendéncia de reducdo no
SMEA em rela¢do ao EA. No bregma 3,60, em ambas as camadas, houve tendéncia
de reducgdo nas células BrdU/NeuN positivas nos animais SMEA em relacao C. Na
somatoria de células BrdU/NeuN positivas na camada granular, em ambas as secgoes,
foi observada reducao nas células BrdU/NeuN positivas nos animais SM ¢ SMEA em
relacao aos EA, bem como tendéncia de reducao nos SM e SMEA em relacao aos C.
Em ambas as camadas, foi observada redugdo nas células BrdU/NeuN positivas nos
grupos SM e SMEA em relacdo ao EA, bem como tendéncia de redugdo do grupo SM
e SMEA em relagdo ao C.
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Na proporcao de células BrdU/NeuN positivas em relacdo as células BrdU
positivas ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
experimentais (C: 62,66 = 9,09, SM: 63,17 £ 7,67, EA: 68,06 £ 10,37, SMEA: 54,27

+7,93), F(1,11)=2,18, p > 0,05, manipula¢do x gaiola, figura 23.
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Figura 23: Nao foram observadas diferencgas significativas na propor¢do entre as

cé¢lulas Brdu/NeuN positivas e NeuN positivas entre os grupos experimentais, p >
0,05.

Figura 24: Imagens representativas dos grupos experimentais.
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5.3. Numero de células e area imunopositivas para doublecortina

Em relacdo ao numero de células imunopositivas para doublecortina, bregma
2,56, foram observadas diferengas significativas no fator manipulagcdo, F (1,11) =
7,06, p < 0,05. Foi observada reducdo nas células doublecortina positivas nos animais
SMEA em relagdo aos C, bem como tendéncia de redugdao nos SM em relagao aos C
(C: 323,50 £ 96,59, SM: 200,00 + 152,45, EA: 245,80 + 69,58, SMEA: 143,33 +
26,63). Em relagdo ao numero de células imunopositivas para doublecortina, bregma
3,60, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais, F
(1,11) = 0,55, p > 0,05, manipulagdo x gaiola (C: 387,25 + 41,32, SM: 372,67 +
138,02, EA: 391,40 + 18,94, SMEA: 368,00 £ 21,93). Em relacdo ao numero de
células para doublecortina, em ambas as seccoes, foram observadas diferencas
significativas no fator manipulagdo, F (1,11) = 5,42, p < 0,05. Foi observada reducao
nas células doublecortina positivas nos animais SMEA em relagdo aos C, bem como
tendéncia de reducdo nos SMEA em relagdo aos EA (C: 710,50 = 72,84, SM: 572,67
+ 226,08, EA: 637,20 + 68,96, SMEA: 511,33 + 29,30, figuras 25 e 26). A
quantificagdo do nimero de células doublecortina positivas foi realizada apenas nos
animais quantificados para o nimero de células BrdU e BrdU/NeuN positivas.

Em relagdo ao area imunopositiva para doublecortina, bregma 2,56, foram
observadas diferencas significativas para o fator manipulagdo, F (1,11) = 9,44, p <
0,01. Foi observada redugdo na area imunopositiva para doublecortina nos animais
SM e SMEA em relagdo aos controles, bem como tendéncia de reducao nos SMEA
em relacdo aos EA (C: 102730,70 = 61972,40, SM: 39841, 90 + 16537,52, EA:
57738,00 £ 26683,92, SMEA: 40428,20 £+ 30788,05). No bregma 3,60, foi observada

redu¢do da area imunopositiva nos animais SM em relagdo aos C, F (1,11) =3,44, p <
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0,01 (C: 131401,80 = 57840,70, SM: 89884,60 + 47632,17, EA: 110951,80 =+
33748,44, SMEA: 91106,10 £+ 35908,31). No somatorio de ambas as seccoes, foram
observadas diferencas significativas para o fator manipulagdo, F (1,11) = 7,62, p =
0,01. Os animais SM e SMEA apresentaram menor area positiva para doublecortina
do que os animais controles, além disso, observou-se tendéncia de reducao da area
nos animais EA (C: 234132,50 £ 100722,90, SM: 129366,40 + 57812,95, EA:
168689.80 + 51142,19, SMEA: 131534,30 + 57831,39; areas medidas em ptmz,

figuras 25 e 26).
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Figura 25: Observou-se, de maneira geral, reducdo no numero de células
doublecortina positivas nos animais SMEA em rela¢do aos C, bem como reducao na
area imunopositiva para doublecortina nos animais SM e SMEA em rela¢ao aos C. O
numero de células doublecortina positivas, bregma 2,60, sofreu redugdo nas células
doublecortina positivas nos animais SMEA em relacao aos C, e tendéncia de reducao
nos SM em relagdo aos C. Em ambas as camadas foi observada redugao das células
doublecortina positivas nos animais SMEA em relacdo aos C, bem como tendéncia a
redu¢do nos SMEA em relagdo aos EA. Na area imunopositiva para doublecortina,
bregma 2,56, foi observada redu¢do nos animais SM e SMEA em relacdo aos
controles, e tendéncia a reducao nos SMEA em relagdo aos EA. No bregma 3,60, foi
observada redugdo da area imunopositiva nos animais SM em relacdo aos C. Em
ambas as seccdes, os animais SM e SMEA apresentaram menor area positiva para
doublecortina do que os animais controles, além disso, observou-se tendéncia a
reducdo nos animais EA.
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Figura 26: Imagens representativas dos grupos experimentais.

A razao entre a area imunopositiva para doublecortina € o nimero de células
doublecortina positivas, avaliando-se a totalidade das seccdes, foi similar entre os
grupos experimentais, F (1,11) = 0,94, p > 0,05, manipula¢do x gaiola (C: 316,19 +
79,12, SM: 227,94 + 79,57, EA: 275,92 + 65,68, SMEA: 257,28 + 31,19, wm?, figura
27).

Observou-se correlacdo positiva entre o numero de células doublecortina
positivas e a area imunopositiva para doublecortina (p = 0,79, r* = 0,62, p < 0,01,
figura 27). Também observou-se correlagdo positiva entre area imunopositiva para
doublecortina € o nimero de células BrdU positivas (p = 0,01, = 0,35, p <0,05,),
bem como da é4rea imunopositiva para doublecortina e o numero de células

BrdU/NeuN positivas (p = 0,03, = 0,26, p < 0,05). Nao foi observada correlacao
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entre o numero de células doublecortina positivas € o numero de células BrdU ou

BrdU/NeuN positivas (p = 0,24 ¢ 0,22, = 0,04 e 0,05, p > 0,05, respectivamente,

figura 28).
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Figura 27: Nao foram observadas diferencgas significativas em relagdo a razao entre a
area imunopositiva para doublecortina e o nimero de células doublecortina positivas.
Foi observada correlagdo entre o numero de células positivas para doublecortina e a
area imunopositiva para doublecortina, p < 0,01.
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Figura 28: Foi observada correlagdo entre a area imunopositiva para doublecortina e
o numero de células BrdU ou BrdU/NeuN positivas (p < 0,05). Nao foi observada
correlagdo entre o numero de células doublecortina positivas € o nimero de células
BrdU ou BrdU/NeuN positivas (p > 0,05).
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5.4. Area imunopositiva para GFAP

A area imunopositiva para GFAP, bregma 2,56, teve tendéncia para interagao
entre os fatores manipulagdo x gaiola, F (1, 25) = 3,46, p < 0,1 No post-hoc foi
observada redu¢do da 4rea imunopositiva para GFAP nos animais EA em relacdo aos
C, bem como tendéncia de redu¢do dos SMEA em rela¢dao aos EA (C: 329207,30 +
35451,28, SM: 306465,00 + 41216,90, EA: 275583,10 = 68719,30, SMEA:
319231,50 + 33515,60). No bregma 3,60, ndo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos experimentais (C: 324505,10 + 48283,59, SM:
288731,30 + 58625,40, EA: 297535,50 + 49576,10, SMEA: 288857,70 + 52366,70),
F =049, p > 0,05, manipulagdo x gaiola. No bregma 4,52, tampouco foram
observadas diferencas entre os grupos experimentais (C: 266632,80 + 41773,63, SM:
232321,00 + 52951,80, EA: 245330,70 + 42150,60), F = 0,60, p > 0,05, manipulacdo
x gaiola. Na somatoria de todas as seccdes, ndao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos experimentais (C: 920345,20 + 88992,63, SM:
827517,0 + 105670,40, EA: 825808,50 + 119569,00, SMEA: 853439,90 +

101654,20), F =2,37, p > 0,05, manipulagdo x gaiola, tfigura 29.
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Figura 29: Foi observada redu¢do na area imunopositiva para GFAP, bregama 2,56,
nos animais EA em relacdao aos C, e tendéncia de reducao dos SMEA em relacao aos
EA. Nos outros bregmas e na somatdria das sec¢des, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos.
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5.5. Plasticidade sinaptica

Nia houve diferencas significantes no nimero de sinapses/um’ entre os
diferentes grupos experimentais (C: 113,44 = 2,28, SM: 118,59 £ 27,78, EA: 126,46 +
29,04, SMEA: 109,07 £ 10,64, n = 2/3); F (1,6) = 0,55, p >0,05, manipulagcio x
gaiola (figura 30). Em relacdo a area pré-sinaptica (4rea envolvendo as vesiculas
sinapticas) ndo foram observadas diferencas significativas entre animais dos
diferentes grupos experimentais (C: 0,18 £ 0,001, SM: 0,24 + 0,04, EA: 0,20 + 0,05,

SMEA: 0,23 £ 0,004; areas medidas em Mmz); F (1,6) = 0,32, p > 0,05, manipulag¢do x

gaiola (figura 30).
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Figura 30: Nao foram observadas diferencas significativas quanto ao numero de
: 2 r RS . .
sinapses/um” e areas pré-sinapticas entre os grupos experimentais.

Em relacdo a porcentagem de sinapses assimétricas (C: 97,66 = 0,46, SM:
97,01 = 1,72, EA: 98,17 £ 1,80, SMEA: 97,38 £ 0,97) e simétricas (C: 2,34 + 0,46,
SM: 2,99 + 1,72, EA: 1,83 = 1,80, SMEA: 2,62 + 0,97) ndo ha diferencas
significativas entre os diversos grupos; F (1,6) = 0,006, p > 0,05, manipula¢do x
gaiola (figura 31). Observaram-se botdes axonais contendo multiplas sinapses
(multisinapticos), com até 4 sinapses/botdo axonal. Em relacdo a porcentagem de

sinapses sobre esses botdes multisindpticos ndo foram observadas diferencas
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significativas entre os diversos grupos experimentais (C: 6,00 = 1,00, SM: 5,98 +
2,00, EA: 5,53 + 4,04, SMEA: 7,52 + 0,60); F (1,6) = 0,35, p > 0,05, manipulagdo x

gaiola (figuras 31, 32 ¢ 33).
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Figura 31: Nao foram observadas diferengas significativas quanto a porcentagem de
sinapses assimétricas ou simétricas e de sinapses sobre botdes axonais
multisinapticos.

Figura 32: Multiplas sinapses excitatorias a partir de um Unico botdo axonal en
passant (em laranja).
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Figura 33: Ramo dendritico com a proje¢ao de espinhos dendriticos. Botdo axonal
multisinaptico, sobre espinhos dendriticos, em laranja.

Na propor¢do de sinapses sobre dendritos ou espinhos dendriticos foram
observadas diferencas significativas na interacdo entre as variaveis manipulag¢do e
gaiola; F (1,6) = 11,47, p < 0,05. A porcentagem de sinapses sobre espinhos
dendriticos foi superior nos animais EA quando comparados aos C ¢ SMEA (C: 31,77
+ 1,27, SM: 2393 + 798, EA: 17,83 + 3,03, SMEA: 31,69 + 0,80) e,
consequentemente, a porcentagem de sinapses sobre dendritos foi inferior nos animais

EA quando comparados aos C e SMEA (C: 68,23 + 1,27, SM: 76,07 +, 7,98, EA:
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82,17 £ 3,03, SMEA: 68,31 + 0,80). Na porcentagem de sinapses sobre dendritos ou
espinhos dendriticos, foram observadas diferengas significativas na interacao entre as
variaveis manipula¢do e gaiola; F (1, 6) = 8,64, p < 0,05. Houve aumento na
porcentagem de sinapses sobre espinhos dendriticos (C: 69,87 = 1,27, SM: 78,52 +
9,51, EA: 83,08 £ 2,26; SMEA: 70,16 + 1,52) e redugdo sobre dendritos (C: 30,13 +
1,27, SM: 21,48 + 9,51, EA: 16,92 + 2,26; SMEA: 29,84 £+ 1,52) nos animais EA
quando comparados aos C e SMEA (figuras 34, 35, 36 e 37). Em relacdo a sinapses
simétricas sobre espinhos dendriticos, as mesmas foram observadas apenas em 2

sinapses, sobre o pescoco do espinho, nos animais do grupo EA (figura 38).
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Figura 34: Observou-se aumento na porcentagem de sinapses sobre espinhos
dendriticos e reducdo sobre dendritos nos animais EA quando comparados aos C e
SMEA.
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Figura 35: Sinapse excitatoria sobre espinho dendritico (—). No ramo dendritico
observe microtubulos (mt) e mitocondrias (M).
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Figura 36: Sinapse excitatéria sobre espinho dendritico (*). No ramo dendritico
observe microtubulos (mt).
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Figura 37: Sinapse excitatdria sobre espinho dendritico (—). Observe o aparatus (ap)
do espinho dendritico. No ramo dendritico observe a presenca de microtibulos (mt).
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Apenas no grupo EA, foram encontradas duas sinapses inibitérias sobre o

pescoco do espinho dendritico.

Figura 38: Sinapse excitatoria (em verde) sobre a cabeca do espinho dendritico (em
amarelo), e sinapse inibitdria sobre o pescogo do espinho dendritico (em azul). Ramo
dendritico (em amarelo) com microtibulos (mt) e mitocondrias (M).
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5.6. mRNA para Nr3cl, Hsd11b1, Htr1la e Bdnf

O gene Nr3cl, que codifica receptores de glicocorticdides, mostrou efeito
significativo na interagdo das varidveis manipulagdo e gaiola (F (1, 16) = 9,07, p
<0,01). O grupo SM teve menor expressao de mRNA para Nr3cl do que os grupos C
e SMEA, bem como uma tendéncia (p < 0,01) de redugdo no grupo EA em relagao ao
SMEA (C: 1,04 + 0,34, SM: 0,63 + 0,15, EA: 0,81 + 0,25, SMEA: 1,14+ 0,32, n =
5). Em relacdo ao gene Hsd11bl, associado ao metabolismo dos glicocorticoides, nao
foram observadas diferencgas significativas quanto aos grupos experimentais (C: 1,01
+ 0,18, SM: 0,78 £ 0,23, EA: 0,72 = 0,12, SMEA: 0,78 + 0,23, n = 5); F (1,16) =
2,87, p > 0,05 (figura 39).

O gene Htrla, que codifica receptores serotoninérgicos SHT-1A, apresenta
diferencas significativas dos fatores manipulag¢do (F (1,16) = 5,10, p <0,05) e gaiola
(F (1,16) = 5,05, p < 0,05), mas ndo da interacdo entre os fatores manipulacdo e
gaiola (F (1,16) = 2,88, p > 0,05. Os grupos SM, EA ¢ SMEA tiveram menor
expressao de mRNA para Htrla do que o grupo C (C: 1,03 £ 0,27, SM: 0,67 £ 0,20,
EA: 0,68 £ 0,17, SMEA: 0,63 £+ 0,13. O gene Bdnf, que codifica o fator neurotréfico
derivado do encéfalo, demonstra diferenca significativa na interacdo manipulagcdo x
gaiola (F (1,16) = 4,76, p < 0,05. No teste post-hoc observou-se uma tendéncia (p <
0,01) de redugao no mRNA para Bdnf nos animais SM em relagdao aos C e SMEA (C:

1,05 £ 0,36; SM: 0,68 + 0,21, EA: 0,80 = 0,26; SMEA: 1,03 + 0,37 (figura 39).
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Figura 39: Para o gene Nr3cl foi observada redugdo na expressio de mRNA no
grupo SM em relagdo aos C e SMEA, bem como uma tendéncia (p < 0,01) de redugao
no grupo EA em relagdo ao SMEA. Em relagdo ao gene Hsdl1bl nao foram
observadas diferencas significativas quanto aos grupos experimentais. Para o gene
Htrla, foi observada redugdo na expressdo de mRNA nos grupos SM, EA e SMEA
em relagdo ao C. O gene Bdnf teve tendéncia a reducdo da expressao de mRNA dos
animais SM em relacao aos C e SMEA.
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6. Discussao

O presente estudo analisou a plasticidade hipocampal de ratos submetidos a
separacdo materna e enriquecimento ambiental. Analisaram-se marcadores de
neurogénese, modificacdes na plasticidade sinaptica, bem como alteragdes na
expressao de mRNA de genes envolvidos com plasticidade neural.

Observou-se reducdo da neurogénese dos animais submetidos a separagdao
materna. De maneira geral, o nimero de células BrdU positivas (indicador de
sobrevivéncia celular), o nimero de células BrdU/NeuN positivas (indicador de
diferenciagdo neuronal), € a 4rea imunopositiva para doublecortina (proteina expressa
em neuroblastos que correlacionou-se positivamente com o numero de células
doublecortina positivas), encontram-se reduzidas nos animais submetidos a separa¢ao
materna. O enriquecimento ambiental atenuou a redugdo na sobrevivéncia celular,
mas ndo na diferenciagdo neuronal.

Lajud e colaboradores (2012) observaram redugdo da neurogénese hipocampal
(analisada pelo nimero de células BrdU positivas e co-localizacdo de BrdU com
NeuN ou BrdU com doublecortina) em animais submetidos a 3 horas diarias de
separacao materna entre o 1° ao 14° dias pds-natais, avaliados no 15° dia pods-natal.
Racekova e colaboradores (2009) observaram redu¢do da proliferacdo celular, pela
imunomarca¢do com BrdU, de animais com 28 dias submetidos a separa¢do materna
entre o 1° ao 14° dias pods-natais. Fabricius e colaboradores (2009) observaram
redu¢do do niimero de neurdnios no giro denteado do hipocampo de camundongos
adultos submetidos a 24 horas de separagdo materna no 9° dia pds-natal. Aksic e
colaboradores (2013) observaram reducao do volume total do hipocampo, assim como
nas regioes CA1 e giro denteado, e na expressdo da proteina NeuN, de ratos Wistar

jovens, 60 dias de idade, submetidos a separagdo materna no 9° dia pds-natal, por um
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periodo de 24 horas, quando comparados a animais controle (separados de suas
respectivas maes por um periodo de 3 minutos). Sung e colaboradores (2010)
observaram reducao da proliferacdo celular e aumento da apoptose no hipocampo de
animais submetidos a separa¢do materna ao longo do 1° ao 14° dias pds-natais, 6
horas por dia. Também observaram redu¢do no nimero de células positivas para
triptofano hidroxilase e serotonina no nucleo dorsal da raphe, bem como na dendidade
optica positiva para as fibres serotoninérgicas no giro denteado. Apesar das diferengas
nos protocolos experimentais € na idade de eutanasia dos animais, que no presente
estudo foram animais jovens com 50 dias de idade, os trabalhos corroboram com a
redu¢do na neurogénese de animais submetidos a separacdo materna. Portanto, as
alteracoes causadas pelo estresse neonatal da neurogénese hipocampal sdo
persistentes.

Em relacdo ao efeito do enriquecimento do ambiente sobre a neurogénese
hipocampal, Kempermann e colaboradores (1997) observaram aumento do volume do
giro denteado, do nimero de neurdnios hipocampais e do nimero de células BrdU
postivas em camundongos que vivem em ambiente enriquecido, ao longo de 4
semanas, quando comparados com animais controle. Por outro lado, Diamond e
colaboradores (1976) nao observaram diferengas do espessamento cortical do
hipocampo de animais submetidos ao enriquecimento quando comparado com
animais vivendo em ambiente empobrecido. Piazza e colaboradores (2011, 2014)
observaram que o enriquecimento ambiental ndo reverteu a redugdo da proliferacao
celular observada nos animais submetidos a indu¢do de diabetes por estreptozotocina,
apesar de ter efeito benéfico sobre déficits cognitivos observados nos animais
diabéticos. Monteiro e colaboradores (2013) observaram que o enriquecimento

ambiental reverteu a reducdo da neurogénese observada em animais submetidos a
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isolamento. Sendo assim, o enriquecimento ambiental parece ter diferentes efeitos
sobre diversos eventos estressantes.

Nao encontramos diferencas significativas entre os animais controle ou
mantidos em enriquecimento ambiental, ao contrario do observado em estudos
(Kempermann et al., 1997). No entanto, outros autores tampouco observaram efeito
do enriquecimento ambiental “per se” no nimero de células BrdU positivas (Beauquis
et al., 2010; Piazza et al., 2011; 2014; Williamson ef al., 2012). Uma questao a ser
discutida ¢ a idade da exposi¢ao dos animais ao enriquecimento ambiental e a duragao
da exposicdo neste ambiente. No presente estudo, assim como no de Piazza e
colaboradores (2011), os animais foram submetidos ao enriquecimento ambiental com
21 dias de idade. Nesta idade os indices de neurogénese basal sdo elevados. Portanto,
podemos sugerir que nesta fase o enriquecimento do ambiente ndo seja eficaz para
aumentar a neurogénese hipocampal. Hosseiny e colaboradores (2014) observaram
que o aumento da neurogénese hipocampal em animais expostos ao enriquecimento
ambiental depende do tempo de permanécia no ambiente, bem como da idade de
exposi¢ao dos animais ao enriquecimento.

Akers e colaboradores (2014) discutem que a neurogénese hipocampal em
individuos jovens pode induzir esquecimento. Em individuos jovens, que possuem
elevados niveis de neurogénese, as memorias sdo rapidamente esquecidas. O
exercicio voluntdrio, em camundongos, aumenta o numero de células Ki-67 e
doublecortina positivas, mas induz a menor retengdo de memorias na tarefa do medo
condicionado contextual. Esse estudo mostra a importancia da neurogénese em
diferentes fases da vida (Akers et al., 2014; Mongiat e Schinder, 2014).

Leger e colaboradores (2014) mostraram que a duragdo do enriquecimento

ambiental afeta diferenciadamente a neurogénese e o comportamento. Em
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camundongos, o autor observou que o volume da camada granular e a proliferacao
celular ndo sdo afetadas pelo enriquecimento (exposicdo dos animais a 1, 3 e 5
semanas de enriquecimento ambiental). A sobrevivéncia celular aumentou nos
animais mantidos em enriquecimento ao longo de 5 semanas, e a porcentagem de
células que se diferenciaram em neurdnios aumentou nos grupos submetidos com 3 e
5 semanas de enriquecimento.

No presente estudo ndo observamos correlagdo entre as células Brdu e
BrdU/NeuN positivas com o nimero de células doublecortina positivas, contudo
verificamos correlagdo com a darea imunopositiva para doublecortina. A proteina
doublecortina, possui papel fundamental na migracao neuronal (regula a estabilidade
dos microtubulos) e crescimento dendritico e axonal (Gleeson et al., 1999; Deuel et
al., 2006; Feng e Walsh, 2001; Rosenzweig e Wojtowicz, 2011), ou seja, ndo ¢ um
marcador diretamente correlacionado com neurogénese (von Bohlen und Halbach O,
2007; Paolone et al., 2014).

No presente estudo a separacdo materna reduziu as células BrdU e
BrdU/NeuN positivas. O enriquecimento do ambiente, nestes animais, atenuou a
reducdo das células BrdU positivas, mas nao das células BrdU/NeuNpositivas. Além
disso, nos animais submetidos a ambos os procedimentos, observou-se reducdo no
numero de cé€lulas e na area imunopositivas para doublecortina. Diferentes expressoes
no numero de células doublecortina positivas em animais submetidos a separagao
materna no hipocampo podem ocorrer ao longo do tempo (Suri et al., 2013). Suri e
colaboradores (2013) observaram aos 21 dias aumento, aos 2 meses semelhanca e aos
3 meses reducdo das células doublecortina positivas em animais submetidos a
separacao materna. Estudos sugerem que o pico da expressdo de marcadores

neuronais maduros, como o NeuN, coincide com a redug¢do na expressdo de
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doublecortina (Brown et al., 2003; von Bhlen e Halbach, 2007). Tampouco foram
observadas células doublecortina positivas colocalizadas com células positivas para
TUNEL, marcador de células em apoptose (Rao e Shetty, 2004). Sendo assim
podemos formular duas hipoteses: 1) que aumento do numero de células BrdU
positivas e reducdo na expressio de doublecortina, como tentativa de
restabelecimento da circuitaria (a fim de aumentar a diferenciagcao neuronal), contudo
esses neurdnios ndo conseguem se integrar a circuitaria cerebral; 2) que redugdo do
numero de neuroblastos e da diferenciagdo neuronal, com aumento do nimero de
células gliais (analisamos apenas a area imunopositiva para GFAP). O enriquecimento
ambiental aumentou o numero de novas células gliais em camundongos jovens
criados em ambiente enriquecido (Kempermnn, Kuhn e Gage, 1997), além disso,
reverteu a reducdo da area imunopositiva para GFAP na retina de ratos diabéticos
(Dorfman et al., 2014).

A tendéncia de redugdo na area imunopositiva para doublecortina, mas ndo no
numero de células positivas para a proteina, nos animais submetidos ao
enriquecimento ambiental poderia ser explicada por um amadurecimento neuronal
precoce, levando-se em conta a hipotese de “dowregulation” de doublecortina e
“upregulation” de NeuN. Ja a redugdo da area imunopositiva para doublecortina nos
animais submetidos a separagdo materna, sem alteragdo no numero de células
imunopositivas para essa proteina, poderia ser devido a reducdo no crescimento e
estabilizacao dos processos neurais (Friocourt et al., 2003; Koizumi et al., 2006),
reduzindo a integracdo sinaptica. H4 coincidéncia no periodo de expressdo de
doublecortina e de integracdo sinaptica (Song et al., 2005). Plumpe e colaboradores
(2006) dividiram as células doublecortina positivas conforme sua morfologia. As

células com curtos processos dendriticos estariam associadas ao estagio proliferativo,
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as c¢lulas com processos dendriticos médios alcangando a camada molecular estariam
associadas a estagios intermedidrios, e as células com com ramificagdo dendritica na
camada molecular estariam relacionadas a estagios pos-mitoticos. Qualitativamente
(figura 26), parece ocorrer reducdo na arborizagdo dendritica nos animais submetidos
a ambos os procedimentos.

Neste trabalho, a plasticidade sinaptica foi analisada na camada molecular
interna do hipocampo, uma vez que os novos neuronios enviam seus dendritos para
esta regido. Observou-se que animais mantidos em enriquecimento ambiental tiveram
maior propor¢ao de sinapses sobre espinhos denriticos, e, consequentemente, menor
sobre dendritos, quando comparados a animais controle ou submetidos a separacao
materna ¢ mantidos em enriquecimento ambiental, ou seja, houve remodelacdo do
local de contato sindptico. Estes resultados foram similares quando analisamos apenas
as sinapses assimétricas. Apenas no grupo mantido em enriquecimento ambiental
foram observadas sinapses simétricas sobre espinhos dendriticos, as quais se
localizaram sobre o pesco¢o dos mesmos. Portanto, apesar do enriquecimento
ambiental nao ter afetado a neurogénese hipocampal, no presente estudo, pode ter
afetado a sinaptogénese hipocampal.

Como ja descrito, o enriquecimento ambiental afetou a sobrevivéncia, mas nao
a diferenciacdo neuronal no giro denteado do hipocampo. No presente estudo nao
analisamos alteracdes na arborizagdo dendritica, nem a densidade e morfologia dos
espinhos dendriticos nos diferentes grupos experimentais. Diversos trabalhos apontam
aumento do comprimento e arborizacdo dendriticos, bem como na densidade de
espinhos no hipocampo de animais mantidos em ambientes enriquecidos

(Kozorovitskiy et al., 2005).
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Diferencas na maturagdo, ou seja, na arborizacdo dendritica, de neurdnios
doublecotina positivos também podem ocorrer dependendo do ambiente (Plumpe et
al., 2006). Foi relatado aumento no comprimento dendritico de neur6nios
doublecortina positivos em animas mantidos em enriquecimento ambiental quando
comparados a controles, embora ndao haver efeito do enriquecimento sobre a
neurogénese hipocampal (Beauquis et al., 2010). Em nosso trabalho, levando em
consideragdo que a neurogénese ndo foi afetada pelo enriquecimento do ambiente,
mas que a propor¢ao de sinapses sobre espinhos dendriticos aumentou em relacao aos
controles ou submetidos a separagdo materna e mantidos em enriquecimento
ambiental, podemos hipotetizar que nos animais mantidos em enriquecimento
ambiental hd aumento da densidade de espinhos dendriticos e remodelamento das
conexoes sinapticas. Neste caso, a densidade sindptica poderia se manter constante,
como observado no presente estudo. No entanto, nos animais mantidos em
enriquecimento, mas submetidos previamente a separacdo materna, o efeito da
separacdo materna ¢ drastico a ponto de inibir o remodelamento das conexdes
sindpticas causadas pelo enriquecimento do ambiente.

Landers e colaboradores (2011) observaram aumento da densidade de sinapses
excitatorias sobre espinhos dendriticos e ramos dendriticos, € da densidade de
sinapses inibitorias sobre espinhos dendriticos (mas ndo sobre ramos dendriticos) no
cortex somatossensorial de camundongos expostos, durante 2 meses, em
enriquecimento ambiental. Resalta-se que neste estudo os autores utilizaram
enriquecimento ambiental natural, ou seja, os animais eram mantidos em um ambiente
de dimensoes controladas, ao abrigo de predadores, mas em uma floresta. Os autores

discutem que sinapses inibitorias em espinhos dendriticos sempre ocorrem em
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conjunto com sinapses excitatorias, podendo bloquear ou intensificar a entrada

cortical excitatoria, selecionando a entrada e transmissao da informacao.
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Figura 40: Reconstrugdes tridimensionais de diferentes tipos de contato sindptico
sobre espinhos dendriticos. Exemplo de espinho dendritico contend uma sinapse
excitatdria e duas sinapses inibitérias (Modificado de Landers et al., 2011).

Knott e colaboradores (2002) observaram aumento da densidade de sinapses
corticais, devido ao aumento da densidade de sinapses em espinhos dendriticos, apds
24 h da estimulagdo das vibrissas de camundongos. A densidade de sinapses
gabaérgicas em espinhos dendriticos ¢ aumentada apos 24 horas e 4 dias da
estimulagdo. Nos animais controle menos de 2% das sinapses sobre espinhos
dendriticos sdo inibitorias. A estimulacdo das vibrissas aumenta essa porcentagem
para aproximadamente 6%.

Os espinhos dendriticos sdo locais de contato sinaptico altamente plésticos,
portanto, o aumento na propor¢ao de sinapses sobre espinhos nos animais mantidos
em ambiente enriquecido sugere maior plasticidade das conexdes sindpticas. A
visualizacdo de duas sinapses inibitdrias sobre o pesco¢o de espinhos dendriticos
sustenta essa hipotese. Sinapses simétricas sobre espinhos dendriticos ja foram
observadas em regides encefalicas como a amigdala (Brusco et al., 2014; Cooke e

Woolley, 2005), hipocampo (Harris, Jensen e Tsao, 1992) e neocortex (Kubota ef al.,
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2007; Chen et al., 2012). Estudos sugerem que a plasticidade dependente da
experiéncia € um processo organizado, € que a integracdo de novos contatos
excitatorios, principalmente sobre espinhos dendriticos, esta relacionada a eliminacdo
e fomagdo de sinapses inibitdrias, inclusive sobre espinhos dendriticos (Chen et al.,
2012).

Botdes axonais multisinapticos também sdo indicadores de plasticidade. No
presente estudo ndo encontramos diferencas importantes em relagdo a porcentagem de
sinapses sobre botdes axonais multisinapticos. Knott e colaboradores (2006)
analisaram, em diferentes periodos de tempo, através de microscopia multifoton, a
formacao de sinapses sobre espinhos dendriticos de neuronios piramidais neocorticais
de camundongos, através de reconstrugdo tridimensional desses espinhos dendriticos
usando microscopia eletronica. Espinhos mais antigos apresentavam contatos
sindpticos numa propor¢ao maior que espinhos mais jovens, ou seja, concluiram que
o crescimento dos espinhos dendriticos precede a formacao de sinapses. Além disso,
observaram que os novos espinhos formam preferencialmente sinapses em botdes
axonais multisinapticos. Outro dado interessante do autor, foi a observacao de duas
sinapses simétricas em espinhos jovens.

Popov e Stewart (2009) observaram a complexidade dos contatos sinépticos
nas camadas moleculares do hipocampo de ratos Wistar, mediante reconstrugao
tridimensional com microscopia eletronica, € concluiram que os botdes axonais dessa
regido podem se conectar com até trés espinhos dendriticos, originados de diferentes
ramos dendriticos. Encontraram unicamente sinapses assimétricas sobre esses botdes
axonais. Estes autores estimaram que em lmm’ de tecido estariam contidas 3.26 x 10°
sinapses, destas 1.50 x 107 seriam em botdes multisinapticos (0,46% da populagio

total de sinapses). Apesar desse valor parecer pequeno, representa milhdes de contatos
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por milimetro ctibico de tecido. Como ja citado, no presente trabalho nao foram
observadas diferengas significativas quanto a formagdo de botdes multisinapticos
entre os diferentes grupos experimentais, ¢ menos de 5% das sinapses estudadas
foram sobre botdes multisinapticos.

Sugerimos que 0 aumento na propor¢ao de sinapses sobre espinhos dendriticos
nos animais submetidos ao enriquecimento do ambiente possa estar relacionado ao
aumento na densidade de espinhos dendriticos destes animais, bem como ao
remodelamento de conexdes sinapticas. O desenvolvimento de espinhos dendriticos
também ¢ afetado pelos glicocorticoides, por um mecanismo dependente de
caldesmon, o qual regula a estabilidade do filamento de actina (Tanokashira et al.,
2012). Os filamentos de actina sdo componentes fundamentais dos espinhos
dendriticos, regulando sua morfologia e dinamica (Caceres ef al, 1983; Hotulainen e
Hoogenraad, 2010).

Observamos redugdo na expressdo de mRNA para Nr3cl, codificador dos
receptores de glicocorticoides, nos animais submetidos a separagdo materna. O
enriquecimento do ambiente reverteu essa redugdo nos animais separados da mae.
Nao foram observadas diferencas significantes na expressao de mRNA para Hsd11bl1,
o qual codifica a enzima responsavel por converter a cortisona ao hormonio ativo
corticosterona. Ja em relagdo a expressao de mRNA para Htrla, observamos reducao
nos animais submetidos a separacdo materna, mantidos em enriquecimento ambiental,
ou submetidos a ambos os procedimentos, em relagdo aos controles. Ja para o Bdnf
observamos tendéncia a reduc¢do da expressao de mRNA nos animais submetidos a
separacao materna comparados aos controle ou submetidos a separagdo materna e

mantidos em enriquecimento ambiental.
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O fator neurotrofico do encéfalo (BDNF) e o neurotransmissor serotonina sao
substancias endogenas que estimulam a neurogénese hipocampal. A tendéncia a
redu¢do de mRNA para Bdnf nos animais submetidos a separa¢ao materna pode estar
relacionada a redugdo na neurogénese nestes animais. Estudos coincidem com a
redu¢do de BDNF no hipocampo de ratos submetidos a separagdo materna (Dimatelis
et al., 2014; Maniam e Morris, 2010). Maniam e Morris (2010) observaram que o
exercicio fisico reverte a redugdo na expressao de mRNA para Bdnf em animais
submetidos a separacdo materna. O enriquecimento ambiental, que consiste de
interacao social, atividade fisica e oportunidades de aprendizado, parece ter o mesmo
efeito. Porém, o aumento de mRNA para Bdnf nestes animais ndo foi suficiente para
aumentar a neurogénese a niveis similares aos controles.

A expressao de mRNA para receptores de serotonina (SHT1A) também ¢
reduzida no hipocampo de animais submetidos a separacdo materna (Maniam e
Morris, 2010). Em outras estruturas, como o nucleo dorsal da raphe, onde se
encontram 0s neurdnios serotoninérgicos, a separagdo materna também reduz a
expressao de mRNA para o transportador de serotonina (Bravo ef al., 2014, Own et
al., 2013). Por outra parte, na amigdala ha aumento na expressao de mRNA para os
receptores SHT1A (Bravo et al., 2014). Bravo e colaboradores (2014) ndo observaram
diferencas quanto a expressao de mRNA para os receptores SHT1A no giro denteado,
CAl e CA3, mediante de hibridiza¢do in situ em animais com 3 meses de idade,
utilizando um protocolo similar ao nosso. Ohta e colaboradores (2014), com um
protocolo de separagdo neonatal de 3 horas didrias ao longo do 2° ao 20° dias pos-
natais, observaram reducdo na expressdo de mRNA para os receptores SHT1A no
hipocampo nos 7° e 14° dias pos-natais. Apds o término do procedimento de

separa¢do materna, nos 21° e 28° dias pds-natal, os valores observados foram
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similares aos dos controles. Li et al (2013) observaram que o nimero de células
positivas para STH1A diminui no hipocampo de animais submetidos a separacao
materna. Lee e colaboradores (2007), utilizando um protocolo de separacdo materna
similar ao nosso, observaram redugdo nos niveis de serotonina hipocampais de
animais submetidos a separacdo materna, sem alteracao dos niveis no nacleo dorsal da
raphe. A ligacdo dos receptores STHIA agonista 8-OH-DPAT encontra-se reduzida
na regido CAl e giro denteado do hipocampo de 2 geragdes subsequentes de
camundongos expostos a um modelo composto de estresse materno (estresse de
restricdo ou nado forgado em 4agua gelada) e separacdo materna (Franklin et al.,
2011). O exercicio fisico reverte a reducao na expressao de mRNA para os receptores
serotoninérgicos STH-1A no hipocampo de animais submetidos a separagdo materna
(Maniam e Morris, 2010).

Em nosso estudo, o enriquecimento ambiental também reduziu a expressao de
mRNA para Htrla, bem como ambas as manipulagdes. Leger e colaboradores (2014)
observaram que a manutencdo de camundongos no enriquecimento ambiental, ao
longo de 3 semanas, aumenta a concentragdo de serotonina no cortex pré-frontal, sem
modificagdes no hipocampo e na amigdala. Brenes e colaboradores (2009)
observaram que a concentracao de serotonina no hipocampo de ratos com 70 dias de
idade, mantidos em enriquecimento ambiental, € maior que a de animais mantidos em
caixa padrao ou mantidos em condicdo de isolamento. Podemos sugerir que os
maiores niveis de serotonina no hipocampo de animais mantidos em enriquecimento
ambiental ao longo dos dias pos natais 28 a 60, pode levar a “downregulation” dos
receptores serotoninérgicos. Lesemann e colaboradores (2012) observaram que o
tratamento com fluoxetina “per se”, antidepressivo conhecido por estimular a

neurogénese hipocampal (Duman et al., 2001; Encinas ef al., 2006), reduz a expressao
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de mRNA para STH1A no hipocampo de camundongos, sem afetar a neurogénese no
giro denteado. Por outro lado, estudos sugerem que os inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina aumentam os niveis de serotonina na fenda sinaptica
reduzindo a expressao do transportador de serotonina e dos auto-recepores STH1A no
neurdnio pré-sindptico do nucleo dorsal da raphe. A longo prazo, estimulam a
neurogénese hipocampal. A ativa¢do dos receptores SHTIA pos sinapticos no giro
denteado também estimula a neurogénese (Alenina e Klempin, 2014).

Podemos sugerir que a reducdo na expressio de mRNA nos animais
submetidos a separagdo materna ou enriquecimento ambiental seja causada por
diferentes motivos. Se os niveis de serotonina encontram-se reduzidos na separagao
materna (Lee et al., 2007), bem como a expressao dos receptores SHT1A (Maniam e
Morris, 2010), o numero de células positivas para STHIA (Li et al, 2013) e a
projecao serotoninérgica para o hipocampo (Sung et al., 2010), poderia haver reducao
na projecdo serotoninérgica nessa estrutura encefalica. Porém, no enriquecimento
ambiental, se os niveis de serotonina encontram-se aumentados (Brenes et al., 2009),
mas a expressdo de receptores SHT1A ¢ reduzida, o fendmeno pode ser devido a
“dowregulation” dos receptores.

A expressio de mRNA para Nr3cl também encontra-se reduzida no
hipocampo de animais submetidos a separacdo materna (Francis et al., 2002; Maniam
e Morris, 2010; Own et al., 2013). Neste trabalho observamos que a expressdao de
mRNA para o gene Nr3cl na camada granular do giro denteado, que codifica
receptores de glicocorticoides, também ¢ reduzida nos animais submetidos a
separacao materna, mas o enriquecimento ambiental atenuou esse efeito. Maniam e
Morris (2010) observaram que o exercicio fisico reverteu a redu¢do na expressao de

mRNA no hipocampo de animais submetidos previamente a separacao materna.
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Francis e colaboradores (2002) avaliaram respostas comportamentais ao
estresse (teste de supressao de consumo alimentar induzido por novidade, aonde
animais privados de alimento sdo expostos a um novo ambiente com racao disponivel,
e teste do campo aberto, utilizado para medir a exploragdao de animais em uma arena
circular), niveis de corticosterona, expressao do fator de liberagdo de corticotrofina
hipotalamico e expressao de receptores para glicocorticdides no giro denteado, CAl e
CA3 do hipocampo de ratos Long-Evans, de 110 dias de idade, submetidos
previamente a separagdo materna € ao enriquecimento ambiental (através da técnica
de hibridizagdo in situ). Aos 70 dias todos os animais foram submetidos a estresse de
restricao. Os autores observaram que as respostas plasmaticas (maiores niveis de
corticosterona) e comportamentais (reducao na exploragdo no teste do campo aberto e
maior laténcia no teste de supressao de consumo alimentar induzido por novidade) ao
estresse foram maiores em animais submetidos a separacdo materna quando
comparado a controles (os controles utilizados pelo estudo foram animais submetidos
a periodos diarios curtos de separagdo, de 15 minutos). No entanto, nos animais
submetidos tanto a separacdo materna como ao enriquecimento ambiental essas
diferencas foram eliminadas. Na expressdao do fator de liberagdo de corticotrofina
hipotalamico e expressao de receptores glicocorticdides no hipocampo as diferengas
entre os grupos separado e controle foram mantidas, mesmo nos animais submetidos
ao enriquecimento ambiental. Parecem ocorrer efeitos benéficos comportamentais
compensatorios provocados pelo enriquecimento ambiental, mas os efeitos da
separacao materna sobre os sistemas neurais parecem ser persistentes, ja que nao se
observou reversao em relacdo aos niveis de expressdo do fator de liberagcdo de

corticotrofina e de receptores glicocorticdides em regides do sistema nervoso.
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Em nosso estudo, analisamos a expressao de diferentes genes no giro denteado
do hipocampo por qRT-PCR, em amostras restritas a neurénios da camada granular
por microdissec¢do a laser. Nosos resultados sdo divergentes dos de Francis e
colaboradores (2002). No presente estudo, o enriquecimento ambiental reverteu a
redu¢do na expressio de mRNA para Nr3cl. As diferencas observadas entre os
estudos podem ser devidas a maior acurdcia da técnica de qRT-PCR acoplada a
microdissec¢dao a laser, diferengas na idade de estanasia dos animais, nos controles

utilizados, e na submissdo dos animais a diferentes estressores.

Resultados divergentes podem originar-se de diferentes protocolos de
separacdo materna e enriquecimento ambiental, como relatado. Alguns autores
realizam separacdo Unica ao longo de um unico dia pos-natal, outros realizam
separacoes repetidas diariamente ou ocasionalmente, de 1 a 8 horas didrias, ao longo
de diferentes fases do periodo pos-natal até o desmame (Lehmann e Feldon, 2000).
Além disso, outros fatores como a separagdo de toda ninhada ou dos filhotes
individualmente, o controle da temperatura durante o procedimento de separacao
materna, a frequéncia e a idade dos animais durante o procedimento e teste, assim
como o proprio comportamento materno. O horario em que o procedimento ¢
realizado também ¢ importante. Separacao dos filhotes no periodo diurno parece ter
implicagdes mais drasticas nas respostas endocrinas do que separagdes no periodo
noturno. Uma possivel explicagdo ¢ que o cuidado materno cai drasticamente no
inicio do periodo noturno, aumentando com a chegada do dia, com um pico maximo
de 3 a 6 horas (Grota e Ader, 1974).

Autores usam animais nao manipulados ou manipulados por um periodo curto
de tempo como controles experimentais (Lehmann e Feldon, 2000). No presente

trabalho optamos por utilizar controles ndo manipulados. Animais submetidos ao
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procedimento de manipulagdo neonatal podem apresentar efeitos enddcrinos,
comportamentais € morfologicos opostos aos animais submetidos a separagdo materna
(Lehmann e Feldon, 2000). Sendo assim, utilizando-se como controle animais
manipulados podem ser visualizadas diferengas significativas entre os grupos
experimentais ndo simplesmente devidas ao procedimento de separagdo materna “per
se” (Lehmann e Feldon, 2000). Outra questdo a ser discutida ¢ a redugdo da ninhada.
No presente trabalho optamos por ndo reduzir as ninhadas dos grupos experimental e
controle, mas equalizar, 0 maximo possivel, as ninhadas quanto ao nimero de filhotes
entre os diferentes grupos experimentais. Pequenas alteragdes entre as ninhadas, como
o numero de filhotes e a composi¢do de machos e fémeas, pode afetar o
comportamento materno (Lehmann e Feldon, 2000). Em rela¢do ao enriquecimento
ambiental, diferentes gaiolas, brinquedos e tempo de permanéncia neste modelo tem
sido utilizados.

Analisamos a neurogénese ¢ plasticidade sindptica hipocampal, mas devemos
salientar o papel das células gliais, principalmente astrocitos, na regulagdo do meio
extracelular, bem como no processo de excitotoxidade. Nao foram observadas
diferencas significativas em relacdo a imunoreatividade para a proteina GFAP entre
os diversos grupos experimentais. Musholt e colaboradores (2008) observaram que a
separa¢do materna durante 1 ou 6 horas (filhotes alocados individualmente) no 14° dia
poOs-natal reduz a imunoreatividade para as proteinas GFAP e S1003, marcadoras de
astrocitos, no cortex pré-central medial, quando os encéfalos foram analisados no 15°
dia pos-natal. Nao foram encontradas diferencas significativas quanto a
imunoreatividade para as proteinas citadas na regido CA1 do hipocampo. A reducao
de células gliais ou da interacdo neurdnio-glia ¢ uma das hipoteses associadas a

desordens de humor (Mitterauer, 2004; Schroeter et al., 2013).
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Danils e colaboradores (2011) analisaram a expressdao de proteinas citosolicas
envolvidas em processos estruturais, estresse oxidativo, sobrevivéncia neuronal e
plasticidade, apoptose, sinalizacdo de calcio e metabolismo de proteinas no
hipocampo ventral de ratos Sprague-Dawley de 83 dias de idade, os quais foram
submetidos a separa¢cdo materna ao longo dos dias pds-natais 2 a 14, 3 horas por dia,
das 09:00 as 12:00. Posteriormente, a partir do dia pés-natal 40, aos animais foram
permitidos exercicios fisicos voluntarios por 6 semanas. A expressao da proteina alfa-
enolase, relacionada a sobrevivéncia neuronal, estava reduzida nos animais
submetidos a separacdo materna; mas nos que foram posteriormente submetidos ao
exercicio fisico voluntario, os valores na expressao da proteina foram equivalentes
aos valores controles. A proteina acidic (leuninerich) nuclear phosphoprotein 32
family member, a qual protege os neurdnios da apoptose por inibir a caspase-3, estava
aumentada nos animais submetidos a separacdo materna, com valores equivalentes
aos controles nos animais também submetidos ao exercicio fisico voluntario. A
proteina Hmgb1 (high mobility group lox 1), a qual € secretada por células dendriticas
favorecendo o crescimento dos neuritos, tem expressdo aumentada nos animais
submetidos a separacao materna, com valores equivalentes aos valores controles nos
animais também submetidos ao exercicio fisico voluntario. Os autores discutem se o
aumento dessa proteina nos animais submetidos a separagdo materna estaria
relacionada a indugdo de plasticidade neuronal em resposta ao estresse. Sendo assim,
mesmo sem efeito sobre a neurogénese ou expressao de mRNA, outras manipulagdes
ambientais podem ter efeito sobre a separacdo materna em diferentes analises, por
exemplo, influenciando a apoptose neuronal. Portanto, podemos hipotetizar que a

separacao materna, além de reduzir a neurogénese, cause aumento da morte celular. O
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enriquecimento ambiental, o qual ndo afetou a neurogénese, poderia atuar reduzindo a
apoptose.

Tamém podemos destacar que o peso dos animais controle e submetidos a
separacao materna foi equivalente at¢ o desmame. Porém, os animais submetidos a
separacdo materna € ao enriquecimento ambiental apresentaram menor peso que
animais controle ou separados mantidos em caixa padrao. Marmental e colaboradores
(2005) observaram, em relagdo a respostas comportamentais, que animais submetidos
a separacdo materna apresentam maior atividade locomotora que os controles, o que
justifica a perda de peso. Além disso, ndo foram observadas diferengas significativas
quanto a glicemia dos animais.

Foéscolo e colaboradores (2008) nao observaram diferencas significativas entre
0 peso de animais expostos ou nio a separa¢do materna no 3°, 9° e 12° dias pos-natais.
No 34° e 45° dias poOs-natais o peso dos animais submetidos a separa¢do materna foi
inferior aos controle. A glicemia basal nos ratos adultos foi similar nos grupos
experimentais. Contudo, o estresse de exposicao ao éter induziu menor elevacao na
glicemia dos animais submetidos a separacdo materna, ja o estresse de restricao
induziu elevagdo glicémica similar nos grupos experimentais. Portanto, os niveis
glicémicos basais parecem ser similares, e os diferentes tipos de estresse podem
estimular divergentes respostas neuroenddcrinas ao estresse.

Marmental e colaboradores (2006) compararam ratos Wistar submetidos a 3
horas didrias de privacdo materna, durante os dias pos-natais 1 a 15, com animais
controle. Os animais submetidos a privacdo materna foram isolados, podendo manter
apenas contato acustico e olfativo com seus irmdos, mantidos a 30°C ou 22°C. Os
controles foram manipulados diariamente durante 3 min pelo experimentador, a fim

de minimizar o possivel efeito da manipula¢do. Os animais foram mantidos, quando
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possivel, em 8 por ninhada. Nao foram observadas diferencas significativas no peso
dos animais, peso das glandulas adrenais, niveis de corticosterona eniveis de
monoaminas (como dopamina, noradrenalina, serotonina, entre outras) entre os
grupos. Os animais submetidos a privacdo materna apresentaram maior atividade
locomotora e exploratoria quando comparados aos controles, sendo o efeito mais
evidente nos animais mantidos a 22°C. Sendo assim, a redu¢do de peso nos animais
submetidos a separagdo materna e enriquecimento ambiental poderia estar associada a
alteragdes comportamentais.

Vivinetto e colaboradores (2013) analisaram diferentes comportamentos em
animais submetidos a separacdo materna e mantidos em enriquecimento ambiental.
No teste de esquiva inibitéria, que € um indicador de memorias aversivas, os ratos
submetidos a separacdo materna apresentaram menor desempenho. No teste de
reconhecimento de objetos, que representa memorias espaciais ndo foram obseradas
diferencas entre os grupos experimentais. O enriquecimento do ambiente atenuou os
prejuizos comportamentais observados nos animais submetidos a separacdo materna.
A densidade de células positivas para os receptores de glicococorticdides nao foi
alterada pela separacdo materna, mas encontrou-se aumentada nos animais
submetidos ao enriquecimento ambiental. O valor observado em animais submetidos
a ambos os procedimentos foram similares aos controles.

Apesar do enriquecimento ambiental agir beneficamente na reversio de
alteracdes comportamentais causadas pela separacdo materna, as alteracdes neurais
causadas pelo estresse neonatal muitas vezes sdo permanentes, ou mais drasticas do
que as promovidas pelo enriquecimento do ambiente. A separacdo materna reduziu a
neurogénese hipocampal, bem como a expressio de mRNA para Nr3cl, Htrla, e

tendeu a reduzir a expressdo de Bdnf. O enriquecimento ambiental ndo afetou a
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diferenciagdo neuronal hipocampal, mas atenou a reducdo da sobrevivéncia celular e
da expressao de mRNA para Nr3cl nos animais submetidos a separagdo materna, bem
como, “per se” reduziu a expressao de Htrla. Além disso, aumentou a propor¢ao de
sinapses sobre espinhos dendriticos, sugerindo maior plasticidade sinaptica.

Podemos concluir que o ambiente, seja através de eventos estressores ou
estimulagdo por atividade fisica, interacdo social e oportunidades de aprendizado,
afeta os sistemas neurais. As alteracdes neurais, induzidas pela separacdo materna sao
persistentes, mas podem ser parcialmente atenuadas pelo enriquecimento do
ambiente. Tentar compreender como o ambiente afeta a neurobiologia do encéfalo ¢
uma tarefa ardua, mas necessaria para descobrir mecanismos ambientais e
farmacologicos para reversao e/ou atenuagdo de eventos estressores nas fases iniciais
do desenvolvimento, que na maior parte dos casos complica o desempenho na vida

futura.
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6.Conclusdes gerais

Conclusoes gerais:

O peso dos animais controle e dos submetidos a separacdo materna nao
apresentou diferencas significativas, antes da exposicdo dos animais ao ambiente
enriquecido. Contudo, os animais submetidos a separacdo materna ¢ mantidos em
enriquecimento ambiental apresentam menor ganho de peso. Uma explicacdo
plausivel ¢ que animais submetidos a separacdo materna apresentam hiperatividade
locomotora e exploratoria;

Nao foram observadas diferencas na glicemia basal dos animais dos diferentes
grupos experimentais. Hiperglicemia ou hipoglicemia podem ser induzidos por
diferentes tipos de estresse;

A separagdo materna reduz o nimero de células BrdU positivas, BrdU/NeuN
positivas, bem como a area imunopositiva para doublecortina. O enriquecimento
ambiental atenua a redugdo da sobrevivéncia celular, produzida pela separacao
materna, mas nao da diferenciacio neuronal ou da 4area imunopositiva para
doublecortina (que foi correlacionada com o nimero de células BrdU e BrdU/NeuN
positivas). A separagdo materna pode induzir hiperatividade do eixo HPA, levando a
reducdo na neurogénese hipocampal.

Nao foram observadas diferencas na area imunopositiva para GFAP entre os
diferentes grupos experimentais, contudo a andlise do nimero de células GFAP
positivas poderia gerar resultados mais consistentes a respeito da interferéncia das
células gliais na manutencdo da atividade neuronal frente aos protocolos

experimentais estudados;
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Nio foram observadas diferencas do ntmero de sinapses/um’, 4rea pré-
sindptica (area contendo vesiculas sindpticas), propor¢do de contatos sinapticos
simétricos ou assimétricos, nem porcentagem de botdes axonais multisinapticos.
Contudo, os animais mantidos em enriquecimento ambiental apresentaram aumento
da proporcao de sinapses sobre espinhos dendriticos em relagdo aos controle ou
submetidos a ambos os procedimentos. Resultados similares foram observados para as
sinapses assimétricas. Além disso, no grupo mantido em enriquecimento ambiental
observaram-se sinapses simétricas sobre espinhos dendriticos. Estes resultados
coincidem com indugdo de plasticidade pelo enriquecimento ambiental.

Houve reducao da expressao de Nr3cl mRNA e tendéncia a redu¢do do Bdnf
mRNA nos animais submetidos a separacdo materna em relacdo aos controles ou
submetidos a ambos os procedimentos (separacdo materna € enriquecimento
ambiental). A hiperatividade do eixo HPA induzida pela separacdo materna pode
levar a dowregulation dos receptores de glicocorticoides e reducao dos niveis do fator
neurotrofico derivado do encéfalo, o que pode estar associado a reducdo da
neurogénese hipocampal nos animais submetidos a separagdo materna. O
enriquecimento do ambiente reverte parcialmente esses efeitos .

Houve redugdo da expressio de Htrla mRNA nos animais submetidos a
separacao materna, mantidos em enriquecimento ambiental ou submetidos a ambos os
procedimentos, em relacdo aos controles. Esses efeitos, embora similares, podem ser
causados por efeitos divergentes da separacdo materna e do enriquecimento ambiental
em vias encefalicas.

Os efeitos do estresse pos-natal causados pela separagdo materna sao
persistentes, ou seja, sdo mantidos até a adolescéncia dos animais. Contudo, podem

ser atenuados pelo enriquecimento do ambiente.
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Abstract

Stressful events during childhood promotes persistent behavioral and brain changes,
increasing the predisposition to psychiatric disorders. The maternal separation has
been used as a postnatal stress model. Animals subjected to maternal separation
exhibit an exaggerated response of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis to stress.
Instead, studies suggest that environmental enrichment, by increasing neurogenesis in
the dentate gyrus of the hippocampus, has beneficial effects on behavioral disorders.
In this work, we try to find out whether the environmental enrichment interferes with
plastic changes promoted by maternal separation in the hippocampus of adolescent
rats. We used immunofluorescence, confocal, single and multiphoton microscopy,
electron microscopy, and qRT-PCR of restricted areas of the granulosa layer obtained
with a laser microdissection system. The maternal separation reduced hippocampal
neurogenesis, as well as the expression of Nn3cl and Htrla mRNA. Environmental
enrichment did not affect hippocampal neurogenesis, but reduced the expression of
Htrla. Furthermore, increases in the proportion of synapses on dendritic spines,
suggest greater synaptic plasticity. The environment enrichment of animals subjected
to maternal separation reversed the reduction of the Nr3cl expression. Despite the
environmental enrichment reverse changes caused by maternal separation, many of
the neural changes are permanent.

Keywords: maternal separation, environmental enrichment, neurogenesis, synaptic

plasticity.
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1. Introduction

In 1874, Charles Darwin proposed that the wild animals had larger brain
volume than the domestic ones, because of their different environmental experiences.
In the 1960’s, two groups of researchers (Bennett, Diamond, Krech and Rosenzweig,
and Hubel and Wisel) confirmed that experience can modify the morphology of the

brain (Diamond, 2001).

Several brain structures may be modified by environmental factors, among
which stands out the hippocampal formation (Gould and Tanapat, 1997, Eriksson et
al., 1998), a brain site where occurs neurogenesis, even in adult animals (Gould,
1999; Tanapat and Gould, 1999; Jacobs et al., 2000; Duman et al., 2001; McEwen,

2001; Jacobs, 2002; Zaben and Gray, 2013; Loi ef al., 2014).

Among the many functions of the hippocampus, the inhibitory effect on the
activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis should be highlighted. The
activation of glucocorticoid receptors (GR) in the hippocampus inhibits sustained
release of glucocorticoids throught the reduction of hypothalamic activity (Leonard,
2005; Kappeler and Meaney, 2010). Stressful events cause sustained corticosterone
release (Sapolsky et al., 1984). The neuronal loss and GR reduction in the

hippocampus promote hyperactivity of the HPA axis (Sapolsky et al., 1984).

The stressful maternal separation (MS) stress promotes behavioral changes
that may be consequence, at least in part, of impaired hippocampal function (Hays et
al., 2012; Hulshof et al., 2011; Piubelli et al., 2011; Lajud et al., 2012; Suri et al.,
2013; Loi et al., 2014) and hyperactivity of the HPA axis (Meaney ef al., 1996; Nishi
et al., 2013; 2014). It is well known that dysfunction of the serotonin 1A receptor (5-

HT(1A) may play a role in the genesis of major depressive disorders (Savitz et al,
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2009). In contrast, it has been suggested that environmental enrichment (EE), by
increasing proliferation, survival and differentiation of newborn neurons in the
dentate gyrus (DG) of the hippocampus, may have beneficial effect on behavioral

disorders (Hattori et al., 2007; Llorens-Martin et al, 2007).

The DG has also a high density of the serotonin SHT1A receptors and receives
serotonergic innervation from the medial raphe nucleus located in the brainstem
(Gould, 1999). Neurotoxin injury in the raphe nuclei reduces the number of BrdU
positive cells in the granular lawyer of the hippocampus (Brezun and Daszuta, 1999),
suggesting that 5-HT regulates the proliferation of granule neurons in the
hippocampus of adult rats. Moreover, it has been reported that 5-HT-1A activation
increases hippocampal neurogenesis (Gould 1999; Banasr et al., 2004; Alenina and

Klempin, 2014).

The concentrations of serotonin and BDNF, both regulated by glucocorticoids
(Schaaft et al., 2000; Tafet et al.,, 2001), interfere with neural plasticity and
hippocampal neurogenesis. It may be hypothesized that different types of stress
increase corticosterone levels by promoting reduction of hippocampal neurogenesis
and plasticity due, at least in part, to the downregulation of BDNF and glucocorticoid
and 5-HT1A receptors in the hippocampus (Gray et al., 2013; Suri and Vaidya, 2013;
Tafet et al., 2001). Thus, the expression of mRNA for Nr3cl, Hsd11bl, Htrla and

Bdnf were examined in the present study.

Whereas animals subjected to MS exhibit reduced neurogenesis and synaptic
plasticity in the hippocampus (Hays ef al., 2011; Hulshof et al., 2011; Piubelli ef al.,
2011; Lajud et al., 2012; Suri et al., 2013; Loi et al., 2014), and that instead the EE

may promote the opposite effects, as increased neurogenesis and higher number of
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dendritic spines, it is possible to propose that the likely reduction in the DG plasticity
of the MS rats could be related to reduction in the concentration of serotonin and/or
BDNF, and/or higher glucocorticoids levels in the hippocampus of these animals. The
EE could mitigate morphological and neurochemical changes in the hippocampus of
animals subjected to MS. Therefore, this study was conducted to test the hypothesis
that EE could attenuate morphological and/or neurochemical changes in the

hippocampus of animals subjected to MS.

2. Material and Methods

2.1. Animal Manipulations

The project was approved by the FEthics Committee on Animal
Experimentation of the Ribeirdo Preto School of Medicine, University of Sdo Paulo,

Brazil (protocol number 114/2010).

The animals were kept in standard conditions (ambient temperature 22° C, 12

hour light/dark cycle) with free access to food and water.

Wistar rats, with approximately 100 days old, were placed to form
monogamous mating (for 1 week). After this period, the males were removed and the
females were monitored daily (from 20™ day) in order to observe the birth day of the
puppies. Three experiments were conducted in the DG and internal molecular layer of

the hipocampus: immunohistochemistry, electron microscopy, and qRT-PCR.

2.2. Maternal Separation Procedure
The birth day of the litters (mothers were observed daily until 5:00 pm) was
called PO. The maternal separation procedure consisted of daily withdrawal of

puppies from maternal contact for 3 hours (9:00 am to 12: 00 p.m) on an adjacent
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room, from P1 to P14 day. During the separation period pups were maintained on the
insulating sheet in order to avoid heat loss. The control pups remained with their
mothers, in standard polypropylene boxes of dimensions 41.00 x 34.00 x 16.00 cm
until the day of weaning, P21. In the study only litters containing 7-11 pups were
used. On days P7, P14 and P21, during the cages changes, the pups were weighed.
After weaning, male pups control and maternal separation, were separated to
to have another group to be exposed at the environmental enrichment. Thus,
following groups were formed: 1- controls (C), 2- animals subjected to maternal
separation (MS), 3- animals kept in an enriched environment (EE), and 4- animals

subject to maternal separation and exposed to enriched environment (MSEE).

2.3. Enriched Environment

The Environmental Enrichment (EE) enables increased learning opportunities,
physical activity and social interaction. At P22 and P23 days, three intraperitoneal
injections of 100 mg/Kg of BrdU in 0,9% saline solution (20 mg/ml) at 37° C were
done for two days study hippocampal neurogenesis after 4 weeks. The rats received
three injections of BrdU administered daily during the light period, with an interval of
about 4 hours between injections (09:00, 13:00 and 17:00).

At P24 | the rats were subjected to environmental enrichment (EE and MSEE
groups) or remained in the control cages (C and MS groups). The EE cages, made of
stainless steel, had the following dimensions: 100 cm (H), 50 cm (W) and 100 cm (L).
The EE boxes had 3 floors (connected by pipes and ladders), running wheels, corks
and feeders. The “toys”, water, and food supply were exchanged once a week in order
to provide new learning opportunities to the animals. Four animals were kept in each

standard polypropylene (41.00 (L) x 34.00 (H) x 16.00 (W) cage, while 8-10 rats were



142

alocated in each EE cage. At the age of 48 £+ 2 days old the rats were anesthetized
with ketamine and xylazine solution and transcardially perfused with 0.9% saline,
followed by 4% paraformaldehyde in 0.1M sodium phosphate buffer (pH = 7 4) and
their brains removed and kept in the same fixative for 12 hours, stored in 0.1 M

phosphate buffer and transferred to 30% sucrose for cryoprotection.

2.4. Fluorescent and Confocal Microscopy

The brains were cut at 20 um sections, mounted on gelatinized slides and
stored at -20 ° C. Before the immunohistochemistry assay, the slices were placed at
room temperature and at -25 in/Hg vacuum for 1 hour, immersed in TBS Triton X-
100 2% over 1 hour, and in 0.1 M glycine solution diluted in TBS-Triton X-100 1%
for 1 hour. The blocking step was done with 1 % BSA and 2% normal serum from the
animal species in which the secondary antibody was made (both diluted in TBS-
Triton X-100 1%) for 1 hour. The primary antibodies, anti-Doublecortin (Abcam),
and anti-GFAP (Millipore), were diluted at 1:500 in TBS contaning 1% of Triton X-
100, 1% BSA, and 0.5% normal serum, were incubated overnight at room
temperature. The following day, the slides were washed with TBS solution plus-
Triton X-100 1% and 0.5% BSA (2 x 10 min) and in TBS plus Triton X-100 1% (no
BSA, 4 x 10 min). After washes, the slides were incubated with the fluorescent
secondary antibodies (Alexa Fluor anti-rabbit 594) for 3 hours. After washing in TBS-
Triton X-100 1% plus 0.5% BSA (2 x 10min), followed by Triton X-100 TBS 1% (4
x 10 min) and finishing with distilled water, the slides were mounted with coverslips
with Prolong Gold. The images were acquired in a Laser Microscope Leica LMD

6500.
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For anti-BrdU/NeuN labeling (dilution: anti-BrdU - 1:100 - GE Healthcare,
anti-NeuN — 1:500 - Millipore), the slides were placed in a vacuum oven at 50°C and
25 in/Hg for 1 hour. Denaturation of DNA was done in 0.1 M sodium citrate, pH =
6.00, at 96°C for 30 minutes (modified from Tang et al., 2007). After cooling, the
sections were washed in TBS-Triton X-100 1% (for 1 hour), in TBS-Triton X-100
0.5% with 0.1 M glycine for 1 hour, and in TBS alone (3x 15 min). The blocking of
non-specific binding was done with 1% BSA and 2% normal serum of the same
species in which the secondary antibody was done diluted in TBS. The primary
antibodies, anti-BrdU (GE Healthcare) diluted at 1:100, and anti-NeuN diluted at
1:500 (Millipore) in TBS contaning DNase (GE Healthcare), were incubated
overnight. The next day, after washing in TBS-Triton X-100 (4x 10 min), the
incubation with secondary antibodies (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse 1: 500,
Invitrogen and Alexa Fluor donkey anti-rabbit 1: 500, Invitrogen) were carried out
for 3 hours. After washes with TBS-Triton X-100 (4x 10 min) and distilled water (1 x
Smin), the sections were stained with DAPI (1: 4000, Sigma) and then washed in
distilled water. The slides were mounted with Prolong Gold (Invitrogen). The images
were acquired in a multiphoton Zeiss microscope, the capture emisson laser used was
488 nm and 594 nm wavelenghts.

To study the neurogenesis in the dentate gyrus, the number of BrdU-positive
cells, BrdU/NeuN, and doublecortin immunopositive areas were analysed. The
immunopositive areas for GFAP labeling (astrocyte marker) were also analyzed. The
Image J program (Rasband, NIH, Bethesda, Mariland, USA) was used for
quantification. Two sections of each hippocampus according the coordinates from

bregma 2.56 and 3.60 were analyzed.
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2.5. Electron Microscopy

The animals (n = 3 per group) were anesthetized with ketamine and xylazine
and perfused with 2% paraformaldehyde + 2% glutaraldehyde in 0.1M sodium
cacodylate buffer. The brains were sectioned into pieces of 100 um thick at bregma
2:56 using a vibratome. The sections were stored in 0.1M sodium cacodylate buffer
untill the routine preparation for electron microscopy (Moreira ef al., 1996; Moreira et
al., 1998). Briefly, the samples were post fixed in 1% osmium tetroxide in 0.1 M
cacodylate buffer for 2 hours, washed in 0.1 M sodium cacodylate buffer and 0.1 M
sodium acetate buffer, pH 5.0, and placed in 2% uranyl acetate in sodium acetate
buffer under gentle agitation overnight at 4°C. After rinsing and dehydrating in graded
series of ethanol solutions, and propylene oxide, the samples were infiltrated in
Embed 812 resin (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA), and
polymerized at 60°C for 36 hours.

Semithin sections (0.5 um-thick) were stained on glass slides with Toluidine
blue to visualize and trim the the inner molecular layer under light microscopy.
Ultrathin 70 nm-thick serial-sections were mounted on single-slot grids (SynapTek
T™.NOTCH IN Grids, 1 x 2 mm slot, Beryllium-Copper, Ted Pella, CA) coated with
Pyoloform (Ted Pella, CA), contrasted with uranyl acetate, and lead citrate, and
photographed with an electron microscope Zeiss EM-108, Germany. Approximately
300 synapses were studied from each experimental group. The asymmetric synapses
were identified by the thick postsynaptic densities, and the symmetric synapses by the
thin and similar pre and post synaptic densities (Gray, 1959; Uchizono, 1965; Landis
e Reese, 1974; Brusco et al., 2014). The dendritic branches were identified by the
presence of microtubules and mitochondria, absent in dendritic spines (Adams and

Jones, 1982).
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2.6. mRNASs expression in the granular layer
2.6.1. Microdissection

After inhalatory anesthesia with isoflurane the animals were decapitated and
the brains rapidly removed and frozen, were kept at -80°C. Sections 20um-thick were
done with a cryostat and placed on Pen-Membrane slides 2,0um, RNase and DNase
free (Leica # 11,505,189). The sections were stored at -80°C. For microdissection the
slides were gradually wormed up (15 min at -20° C, 15 min at 4° C and 15 min at
room temperature). The sections were stained with 1% toluidine blue in DEPC water
and washed twice in DEPC water for 30 seconds, immersed in 75% ethanol in DEPC
water for 3 minutes, and dried under vacuum -25 in./Hg at 42 ° C for 10 minutes, and
taken to the laser microdissection system Leica LMD6500. Twelve bilateral sections
from the dentate gyrus of the hippocampus for each RNA extraction were obtained.
The ideal conditions for the collection of samples were standardized, the laser

parameters used were: power 42, opening 14, speed 10, and swing specimen 5.

2.6.2. RNA extraction and cDNA synthesis

To the extraction of total RNA, we used the PureLink ™ RNA Micro Kit
(Invitrogen by Life Technologies, cat # 12183-016). After section of the material, it
was added 350 pl of lysis buffer with 3.5 ul of B-mercaptoethanol, followed by the
addition of Sul of diluted RNA PureLink carrier. The samples were homogenized in
vortex for 3 minutes for lysis and homogenization. Then the samples were transferred
to a new tube (RNase and DNase free), and added 350ul of 70% ethanol in DEPC
water. When the homogenization was performed, the samples were transferred to the
PureLink ™ MICROKIT column, and centrifuged at 12.000xg for 1 minute. To the

column was added 20ul of the mixture of PureLink ™ DNase buffer with DNase and
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incubated for 20 minutes at room temperature. The columns were washed twice with
350 pl of Wash Buffer I by centrifugation at 12,000 xg for 15 seconds, and twice with
500ul of Wash Buffer II by centrifugation at 12,000 xg for 15 seconds. The column
was dried by centrifugation at 12,000 xg for 1 minute, added 12ul of DEPC water and
centrifuged at 12,000 xg for 1 minute to elute the RNA.

RNA samples were quantified with the spectrophotometer NanoVue plus (GE
lifesciences), and cDNA synthesis was done from 1 pg total RNA using the Kit ™
cDNA Synthesis SuperScript® VILO (Invitrogen by Life Technologies, # 11754). To
each sample 4ul of VILO™ Reaction Mix 5X, 2 pl of SuperScript®Enzyme Mix,
Img of RNA, and DEPC water, were added to a final volume of 20ul. The samples
were incubated in the thermal cycler PTC-200 (MJ Reserch) with the following cycle:
25° C for 10 minutes, 42° C for 60 minutes and 85 °C for 5 minutes. The samples

were stored at -20 © C until completion of the qRT-PCR.

2.6.3. Real time quantitative PCR

The qRT-PCR reaction was performed in the 7500 Real Time PCR System
according to the protocol of TagMan Master Mix (Applied Biosystems, USA)
manufacturer. To correct experimental errors caused by variations in the amount of
initial RNA or by changes in the efficiency of each reaction amplification of mRNA,
Rnr5s, B-actin and GAPDH as internal controls were used.

The reactions for the study of the expression of target mRNAs had a final
volume of 15uL: 0,75uL TagMan Gene Expression Assay for each gene specific 20x,
7,5uL TagMan Gene Expression Master Mix 2x, 1uL of cDNA diluted 1: 5 and

DEPC water. All reactions were repeated 3 times and the experiments validated with
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the use of negative controls. The table 1 ilustrates the mRNAs investigated in this
study.

We use three different control genes, which are widely used in studies of qRT-
PCR, but we got different results when comparing the expression of target mRNA/
mRNA controls. The most similar results were obtained using Rn45s and GAPDH
genes as controls. However, despite the common use of these three genes as controls
in qRT-PCR reactions, Daniels et al. (2011) observed that the expression of B-actin
and GAPDH proteins are altered in animals subjected to maternal separation or
exercise. Furthermore, recent studies indicate that isoflurane anesthetic (used in this
study for the experiments qRT-PCR) destabilize dendritic spines by a mechanism
actin dependent (Platholi et al., 2014). Therefore, we decided to use the Rn45s gene

as most appropriated control.

2.7. Statistical Analysis

The data were expressed as mean + standard deviation. The quantitative
variables with homogeneity were analyzed by ANOVA, for comparing two groups or
two-way ANOVA for comparing 4 groups (in order to verify the interaction between
factors), both followed by Fisher post-hoc test. The Levene's test was used to verify

the homogeneity of variances (variables were considered homogeneous when p>

0.05).
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3. Results

3.1. Maternal Separation Reduces Hippocampal Neurogenesis

The analysis of BrdU/NeuN double labelling revealed that MS and MSEE had
lower hippocampal neurogenesis than C and EE animals. The neonatal stress reduced
the number of BrdU" (F (1,11) = 6.11, p = 0.03; C: 73.25 £ 10.78, MS: 47.67 + 8.02,
EE: 69.20 + 21.41, MSEE: 56.33 £+ 6.03) and BrdU/NeuN double positive cells (F
(1,11)=9.43,p=0.01; C: 45.50 + 5.80, MS: 30.33 + 7.37, EE: 46.40 + 14.05, MSEE:
30.33 = 3.21). The EE was only able to attenuate the effect of MS in the number of
BrdU" cells without effect on the number of new neurons (figures 1 and 2). On the
other hand, the number of doublecortin (DCX) positive neurons was reduced only in
the MSEE animals (F (1,11) = 5,42, p = 0.039; C: 710.50 £ 72.84, MS: 572.67 +
226.08, EE: 637.20 = 68.96, MSEE: 511.33 £ 29,30) suggesting that the MS protocol
was not able to reduce the number of immature neurons in animals of 4842 days old
(figure 4 A). Additionally, the analysis of DCX positive area showed that MS and
MSEE animals had less immunoreactivity anti-DCX than C animals. Unespectedly,
there was a tendency to lower DCX" area in EE compared to C animals (figure 4 B)
(F(1,11)=7,62, p=0.01; C: 23,4132.50 + 100,722.90, MS: 129,366.40 + 57812.95,
EE: 168,689.80 + 51,142.19, MSEE: 131,534.30 + 57831.39; umz). The Pearson’s
analysis revealed positive correlations between DCX" cells and DCX" area (fig. 4 C,
p=0.0002, r square= 0.6215), DCX" area and BrdU" cells (fig. 4 D, p=0.010, r
square=0.3481), and DCX" area and BrdU/NeuN' cells (fig. 4 E, p=0.026, r
square=0.259). We did not find any correlations between the number of DCX" cells
and BrdU" cells (p=0.24, r square=0.04, data not shown) or between DCX" cells and

BrdU/NeuN" cells (p=0.2183, r square=0.05, data not shown).



149

3.2. Synaptic Plasticity analysed by electron microscopy.

The results of electron microscopy analysis are depicted in the figure 5. The
postsynaptic density was similar between animals of different experimental groups
(figure 5 A, C: 113.44 £ 2.28, MS: 118.59 + 27.78, EE: 126.46 + 29.04, MSEE:
109.07 £ 10.64, n = 2-3); F (1,6) = 0.55, p = 0,49, manipulation x cage).

The proportion of asymmetric (C: 97.66 + 0.46, MS: 97.01 + 1.72, EE: 98.17
+ 1.80, MSEE: 97.38 + 0.97) or symmetric synapses (C: 2.34 + 0.46, MS: 2.99 +
1.72, EE: 1.83 £ 1.80, MSEE: 2.62 + 0.97) are showed in the figure 5 B. No
significant differences were observed among the various experimental groups (F (1,6)
=0.01, p = 0.94, manipulation x cage).

The percentage of synapses on dendrites and dendritic spines (showed in
figure 5 C) was significantly influenced by experimental manipulations. There was an
interaction between handling and cage variables (F (1,6) = 11.47, p = 0.01). The ratio
of synapses on dendritic spines was higher in EE animals compared to C and MSEE
(C: 68.23 = 1.27, MS: 76.07 = 7, 98 EE: 82.17 + 3.03, MSEE: 68.31 £ 0.80), and
consequently the proportion of synapses on the dendrites was lower in EE animals
compared to C and MSEE (C: 31.77 £ 1.27, MS: 23.93 + 7.98, EE: 17.83 + 3.03,
MSEE : 31.69 £ 0.80). Regarding the proportion of asymmetric synapses on dendrites
and dendritic spines, an interaction between the variables handling and cage was
observed (F (1, 6) = 8.64, p9 = 0.0259). There was an increase in the proportion of
synapses on dendritic spines (C: 69.87 £ 1.27, MS: 78.52 + 9.51, EE: 83.08 + 2.26;
MSEE: 70.16 + 1.52) and reduction of synapses on dendrites (C: 30.13 + 1.27, MS:
21.48 £9.51, EE: 16.92 + 2.26; MSEE: 29.84 + 1.52) in EE when compared to C and
MSEE animals. Moreover, it was found two symmetric synapses on the neck of a

dendritic spine of an animal submitted only to EE (figure 5 G, blue).
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3.3. The mRNA expression of Nr3c1, Htrla, and Bdnf are modified by maternal

separation or enriched environment.

The mRNA expression of the Nr3cl (a gene encoding glucocorticoid
receptors), was significantly influenced by handling and cage (F (1, 16) = 9.07, p =
0.008) variables. The MS group had a lower expression of Nr3cl mRNA than MSEE
and C groups. In the EE group, there was a tendency (p = 0.08, Fisher post-hoc test)
to lower Nr3cl mRNA compared to MSEE (C: 1.04 + 0.34, MS : 0.63 £ 0.15, EE:
0.81 + 0.25, MSEE: 1.14 £+ 0.32; n = 5). Regarding Hsd11bl mRNA, a gene
associated with the metabolism of glucocorticoids, no significant differences in the
experimental groups were observed (C: 1.01 £ 0.18, MS: 0.78 + 0.23, EA: 0.72 £ 0,
12, MSEE: 0.78 £ 0.23,n=5; F (1,16) =2.87, p = 0.109).

Regarding Htrla mRNA, a gene encoding SHT-1A serotonin receptors,
significant effects of handling (F (1,16) = 5.099, p = 0.038) and cage (F (1,16) = 5.05,
p = 0.039) factors were observed, but there was no interaction between these factors
(F (1,16) = 2.88, p = 0.108). MS, EE and MSEE animals had lower Htrla mRNA
expression than group C (C: 1.03 = 0.27, SM: 0.67 £ 0.20, EA: 0.68 = 0.17, SMEA:
0.63 £ 0.13). Comparing the Bdnf (a gene encoding brain-derived neurotrophic
factor) mRNA expression, a significant interaction between factors (cage x handling)
was observed (F (1,16) = 4.76, p = 0.044). The Fisher post-hoc test revealed a trend
to lower Bdnf mRNA in MS animals compared to MSEE (p = 0.096) and C (p =

0.076; C: 1.05+ 0.36, MS: 0.68 + 0.21, EA: 0.80 + 0.26; SMEA: 1.03 + 0.37).
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4. Discussion

The present study examined the hippocampal plasticity of rats subjected to
maternal separation and environmental enrichment. We analyzed neurogenesis,
ultrastructural morphology of hippocampal neurons, as well as mRNA expression of
genes involved in neuronal plasticity.

We observed decreased neurogenesis in animals subjected to maternal
separation. In general, the number of BrdU-positive (indicating cell survival), and the
number of BrdU/NeuN double positive cells (neuronal differentiation labeling) were
reduced in animals submitted to maternal separation. The enriched environment
protocol used in this study had no effect on neurogenesis in the hippocampal dentate
gyrus. The number of DCX" cells was reduced in the MSEE animals, however we did
not find any significant effect of MS procedure alone. It has been reported that the
effects of MS on the DG neurogenesis depends on the animal’s age (Suri et al., 2013;
Loi et al., 2014). Suri et al. (2013) verified that the number of DCX" cells are
differently modified by MS procedure according to the animal’s age. MS animals of
21 days old had more DCX" cells and animals with fifteen months old had less DCX"
cells then control animals, suggesting that early life stress may have biphasic effects
on the hippocampal neurogenesis depending on animal’s age. In our study, we did
not find any effects of the MS in the number of DCX" cells, but the MSEE animals
had lower DCX" cells than controls. The neurogenesis is a complex phenomenon that
involves diferent stages (proliferation, survival, and differentiation), therefore it is
possible that the higher number of DCX" cells in MS animal’s of 21 days old could
not indicate higher DG neurogenesis levels as suggested by the Suri et al. (2013),

instead our interpretation is that the higher DCX" cells could be a compensatory
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encephalic change promoted by MS procedure to try minimize the lower survival and
cell differentiation levels in neurons. Supporting this hipothesis, we found that the
BrdU/NeuN double positive cells were reduced in MS or MSEE animals. On the other
hand, the DCX" area was decreased in MS or MSEE animals and, it was verified a
tendency of EE animals had lower DCX" area than C group (figure 4B). In addition, it
were found positive correlations between DCX " area and DCX cells, DCX " area and
BrdU+ cells, and DCX" area and BrdU/NeuN double positive cells (figures 4 C, D,
and E), indicating that the higher DCX expression on neurons could facilitate survival
or differentiation of cells in neurons.

Lajud et al. (2012) observed a reduction on hippocampal neurogenesis at the
15th postnatal day (analyzed by the number of BrdU positive cells and co-localization
of BrdU with NeuN or BrdU with doublecortin) in brains of animals subjected to 3
hours of maternal separation between the 1st to the 14th post natal day. Racekova et
al. (2009), using immunostaining anti- BrdU, found a reduction in cell proliferation
in animals of 28 days old previously submitted to maternal separation between the st
to the 14th postnatal day. Fabricius ef al. (2009) reported a reduction in the number of
neurons in the dentate gyrus of the hippocampus of adult mice subjected to 24 hours
of maternal separation on the 9th postnatal day. Aksic et al. (2013) verified a
reduction in the total volume of the hippocampus as well as in the dentate gyrus and
CA1 regions of this structure, as well as the lower protein expression of NeuN in the
hippocampus of young Wistar rats (60 days old) subjected to maternal separation on
the 9th post natal day, for a period of 24 hours. Despite the differences in
experimental protocols and at the age of euthanasia (50 days in this study), this work

corroborate the reduction on hippocampal neurogenesis in animals subjected to
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maternal separation. Therefore, the effects of neonatal stress on hippocampal
neurogenesis appear to be consistent.

Regarding the effect of environmental enrichment on hippocampal
neurogenesis, Kempermann et al. (1997) observed increases in the volume of the
dentate gyrus, in the number of hippocampal neurons and in the number of BrdU
positive cells in mice maintained at enriched environment for 4 weeks. Moreover,
Diamond et al. (1976) found no differences in cortical thickness in the hippocampus
of animals subjected to enrichment compared with animals living in impoverished
environment. Piazza et al. (2011, 2014) reported that environmental enrichment did
not reverse the reduction on hippocampal cell proliferation observed in diabetic
animals, despite of the improvement of cognitive deficits observed in diabetic
animals. Monteiro et al. (2014) found that environmental enrichment reversed the
neurogenesis reduction observed in animals subjected to isolation. Thus,
environmental enrichment appears to have different effects on various stressful
events.

In this study, unlike that observed in other studies (Kempermann et al., 1997),
no significant differences between control animals and maintained in an
environmental enrichment were observed. However, other authors also reported no
effect of environmental enrichment "per se" in the number of BrdU positive cells
(Beauquis et al., 2010; Piazza et al., 2011; 2014; Williamson et al., 2012). Many
factors could contribute to explain the diffent results reported in the scientific
literature, such as the age of animals exposure to environmental enrichment, the
duration of exposure to this environment, the age of animals when the brains were
removed for experimental analysis and so on. In this study, as well as in Piazza ef al.

(2011), animals were subjected to environmental enrichment when they were 21 days
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old. At this age the basal levels of hippocampal neurogenesis are high. Therefore, it is
possible to suggest that, in this period of life, the environmental enrichment is not
effective to increase hippocampal neurogenesis. Hosseiny et al. (2014) found that
increased hippocampal neurogenesis in animals exposed to environmental enrichment
depends on the time remaining in the environment as well as the age of the animals
exposed to enrichment.

Leger et al. (2014) showed that the time of exposure to environmental
enrichment differentially affects hippocampal neurogenesis and behavior of mice. The
authors reported that the rate of cell proliferation and the volume of the granular layer
were not affected by enrichment when the expositions times to EE were one, three or
five weeks. In contrast, the cell survival was higher in the animals maintained in
enrichment over 5 weeks, and the percentage of cells that differentiate into neurons
has increased in the animals submitted to EE for three or five weeks.

The present study also evaluated the ultrastructural morphology in the inner
molecular layer of the hippocampus, because new neurons send their dendrites to this
region. It was observed that animals maintained at environmental enrichment had
more synapses on dendritic spines (and therefore less synapses on dendrites) when
compared to animals subjected to MS or MSEE animals suggesting remodeling of the
synaptic contact site. These results were similar when we analyzed only asymmetric
synapses. The symmetrical synapses on dendritic spines, which were located on the
neck, were found only in samples from animals exposed to EE. Therefore, despite the
environmental enrichment did not affect hippocampal neurogenesis in this study it
may have affected the hippocampal synaptogenesis.

As already described, environmental enrichment did not affect survival and

neuronal differentiation in the dentate gyrus of the hippocampus. In the present study,
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we did not analyse the dendritic branching, neither the density and morphology of
dendritic spines between the different experimental groups. Kozorovitskiy et al., 2005
reported higher dendritic length and arborization as well as increased in the density of
spines on the hippocampus of animals kept in enriched environments.

Differences in the dendritic arborization and in the doublecortin labeling may
also occur depending on the environment (Plumpe et al., 2006). Beauquis ef al., 2010
reported that the animals maintained in an environmental enrichment had higher
dendritic length and doublecortin positive neurons, although there was no wealth
effect on hippocampal neurogenesis. In our work, the hippocampal neurogenesis was
not affected by environmental enrichment, but the proportion of synapses on dendritic
spines increased compared to C or MSEE groups.

It has been known that the dendritic spines are sites of synaptic contact highly
plastic, therefore the higher proportion of synapses on dendritic spines in animals of
EE group suggests greater plasticity of synaptic connections on the hippocampus of
these animals. The preview of two inhibitory synapses on the neck of dendritic spines
supports this hypothesis. Although controversial, symmetrical synapses on dendritic
spines have been observed in several brain regions such as the amygdala (Brusco et
al., 2014; Cooke and Woolley, 2005), the hippocampus (Harris ef al., 1992) and in
neocortex (Kubota ef al., 2007; Chen et al., 2012). Moreover, it has been reported that
wisker stimulation or naturalistic EE increase the number of symmetric synapses on
dendritic spines in the somatosensorial cortex (Landers et al., 2011), then it is
possible to suggest that the EE animals could have more symmetric synapses due to
more wisker stimulation, and in the MSEE animal the sensorial process could be

impaired.
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It is possible to suggest that the higher proportion of synapses on dendritic
spines in animals subjected to EE may be related to a higher density of dendritic
spines in the hippocampus of these animals, as well as the remodeling of synaptic
connections.

In this study, a reduction in the expression of mRNA for Nr3cl, encoder
glucocorticoid receptors in MS animals was observed. The EE reversed this effect in
animals separated from their mothers. No significant differences were observed in the
expression of mRNA for Hsd11b1, which encodes an enzyme that converts cortisone
to the active hormone corticosterone. The expression of mRNA for Htrla, was
reduced in MS, EE and MSEE animals compared to C animals. In addition, it was
observed a trend of reduction in Bdnf mRNA expression on the hippocampus of MS
animals compared to C or MSEE groups.

The Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and the neurotransmitter
serotonin are endogenous substances that stimulate hippocampal neurogenesis. The
trend of reduced Bdnf mRNA in animals subjected to maternal separation may be
related to reduced neurogenesis verfied in these animals. Corroborating this result,
other studies reported a reduction of BDNF in the hippocampus of rats subjected to
maternal separation (Dimatelis ef al., 2014;. Maniam and Morris, 2010). Manian and
Morris (2010) observed that physical exercise reversed the Bdnf mRNA reduction of
MS animals. The EE seems to have a similar effect of physical activity. However, the
increase of Bdnf mRNA does not seem to be sufficient to increase neurogenesis on
the hippocampus of animals subjected to maternal separation to levels similar to
controls.

The expression of mRNA for the serotonin SHT1A receptors was also reduced

in the hippocampus of animals subjected to maternal separation (Maniam and Morris,
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2010). Bravo et al. (2014), using a similar MS protocol, reported (using the technique
of in situ hybridization) that this type of neonatal stress increased the expression of
mRNA for SHT1A receptors in the amygdala without modify the expression of this
receptor in the dentate gyrus, CA1l and CA3 hippocampal regions of animals with
three months old. On the other hand, Ohta ef al. (2014), using a similar MS protocol,
found a reduction in the expression of mRNA for SHT1A in the hippocampus in the
7th or 14th postnatal day, but after the maternal separation procedure, the values were
similar to those controls. Corroborating our results, Li et al. (2013) reported that the
number of STHIA positive cells decreased in the hippocampus of animals subjected
to maternal separation. The exercise appears to reverse the lower mRNA expression
in the hippocampus of animals subjected to maternal separation (Maniam and Morris,
2010).

In our study, the EE unexpectedly also reduced the expression of Htrla
mRNA. Leger et al. (2014) found that mice submitted to EE over 3 weeks had higher
levels of serotonin in the prefrontal cortex, but normal levels of this neurostransmitter
in the hippocampus and amygdala. Brenes et al. (2009) observed that the
concentration of serotonin in rat hippocampus at 70 days of age, kept under
environmental enrichment was greater than that of animals kept in standard housing
or isolated conditions. It may be suggested that higher levels of serotonin in the
hippocampus of animals kept in environmental enrichment over the postnatal days 28-
60, could cause "downregulation" of 5-HT1A receptors. Corroborating this
hypothesis, Lesemann ef al. (2012) observed that treatment with the antidepressant
fluoxetine (known to increase extracellular levels of serotonin and to stimulate
hippocampal neurogenesis, Duman et al., 2001; Encinas et al., 2006), reduced mRNA

expression for STHIA in the hippocampus of mice, without affecting neurogenesis
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levels in the dentate gyrus. Gould (1999) suggested that serotonin stimulates
neurogenesis via activation of S5TH1A hippocampal receptors, however, the
explanation of this effect can be more complex.

The expression of mRNA for NR3C1 was also reduced in the hippocampus of
animals subjected to MS (Francis ef al., 2002;. Maniam and Morris, 2010; Own et al.,
2013). It was found that Nr3cImRNA expression was reduced in animals subjected to
MS, and this effect was attenuated by EE.

Francis et al. (2002) evaluated behavioral responses to stress, levels of
corticosterone, the expression of hypothalamic corticotropin-releasing factor (CRF)
and the expression of glucocorticoid receptor (using the in situ hybridization
technique) in the dentate gyrus, CA1 and CA3 regions of the hippocampus of Long-
Evans rats with 110 days old, previously subjected to MS and EE. In this study, the
animals were subjected to restraint stress at the age of 70 days. The authors reported
that the endocrine (measured by corticosterone plasmatic levels) and behavioral
(reduction in exploration in the open field test and higher latency in the suppression of
food intake induced by novelty test) responses were higher in animals subjected to
MS stress (animals subjected to short daily periods of separation, 15 minutes), these
effects were reversed by EE. Moreover, the authors did not find any diferences in
mRNA of hypothalamic CRF or mRNA of glucocorticoid receptors in the
hippocampus between experimental groups. The authors suggested that environmental
enrichment promotes behavioral effects without interfering with the effects of
maternal separation on neural systems.

In this study, we analyzed the expression of different genes in granular layer
of the of dentate gyrus of the hippocampus samples using the laser microdissection

followed by qRT-PCR techniques. In contrast with the results reported by Francis et
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al. (2002), it was found that environmental enrichment reversed the reduction in
mRNA expression for Nr3cl (gene that encodes glucocorticoid receptors). The
differences between two studies may be due to greater accuracy of the qRT-PCR
technique, to differences in animal age at euthanasia, the use of diferent control
group, and to the absence of stressfull procedures in the present study.

Divergent results may be originate from different MS and EE protocols. Some
authors perform only a single separation event lasted 24 hours, while other MS
protocols consisted in daily or occasionally episodes of separations repeated, with
duration ranging from 1 to 8 hours over the course of different stages of post-natal
period until weaning (Lehmann and Feldon, 2000). In addition, other factors such as
the separation of pups alone (neonatal isolation) or together (maternal deprivation),
the temperature control during the maternal separation procedure, the animal’s age at
the moment of experimental analysis, as well as maternal behavior itself may interfere
with results. The timing of maternal separation is also important. The separation of
the pups during the light phase of the light-dark cycle seems to have more drastic
implications for endocrine responses than separations at night (Ruedi-Bettschen ef al.,
2004). One possible explanation is that maternal care drops dramatically at the
beginning of the night period, increasing with the arrival of the day (Grota and Ader,
1974).

Moreover, the authors use unmanipulated animals or manipulated for a short
period of time as experimental controls (Lehmann and Feldon, 2000). In this study,
we chose to use unmanipulated controls because animals subjected to neonatal
handling procedure may have endocrine, behavioral and morphological changes
opposite to the changes observed in animals subjected to maternal separation

(Lehmann and Feldon, 2000). Thus, the use of such engineered animal experimental
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control can promote significant differences between experimental groups not only due
to maternal separation procedure "per se" (Lehmann and Feldon, 2000). Another issue
to be discussed is the reduction of litter. In the present work we chose not to reduce
litters of experimental and control groups, but offset, as much as possible, the litters
on the number of pups among the different experimental groups. Studies indicate that
small changes between litters, as the number of offspring and the proportion of males
and females, may affect maternal behavior (Lehmann and Feldon, 2000). In relation
to environmental enrichment, diferences in age and time spent on this model has been
reported (Hosseiny ef al., 2014).

Vivinetto et al. (2013) found that environmental enrichment attenuated the
behavioral impairments observed in animals subjected to maternal separation. The
density of positive cells for the glucocorticoid receptors was not altered by maternal
separation, but was increased in animals subjected to environmental enrichment.
Despite EE reverse behavioral changes caused by MS, the neural changes induced by
neonatal stress appear to be resistant and difficult to reverse by environmental
enrichment. MS reduced hippocampal neurogenesis, as well as the expression of
mRNA for Nr3cl, Htrla and tended to decrease BDNF mRNA expression. The EE
did not affect hippocampal neurogenesis, but reduced the expression of Htrla and
increased the proportion of synapses on dendritic spines, suggesting increased
synaptic plasticity. The EE attenuated the reduced expression of mRNA for NR3Cl1 in
MS animals.

It has been reported that environmental factors such as stressful events,
physical activity, social interaction and learning opportunities, affect the neural
systems. Some neural changes occurred in the neonatal period appear to be persistent

and difficult to reverse. To understand how the environment affects the neurobiology



161

of the brain is an arduous, but necessary, task if we wish to find environmental
strategies to reverse and/or attenuate effects of stressful events, especially in the early

stages of development.
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Figure 5
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Figures Legend:

Figure 1. Hippocampal Neurogenesis revealed by BrdU/NeuN double
immunohistochemistry. A. Number of BrdU+ cells (left) or Brdu/NeuN double
positive cells (right). B. A representative picture of BrdU/NeuN double
immunohistochemistry. In the A left panel: * p<0.05 compared to C group, # p<0.10
compared to EE group. In the A right panel: * p<0.05 compared to EE, # p<0.10
compared to C group.

Figure 2. Representative pictures of BrdU/NeuN double immunohistochemistry from
the diferent experimental groups. C. control animals, EE. animals submitted only to
the enriched environment, MS. animals submitted only to maternal separation
procedure, MSEE. animals submitted to both maternal separation and enriched
environment procedures.

Figure 3. Representative pictures of Doublecortin immunohistochemistry from the
diferent experimental groups. C. control animals, EE. animals submitted only to the
enriched environment, MS. animals submitted only to maternal separation procedure,
MSEE. animals submitted to both maternal separation and enriched environment
procedures.

Figure 4. Doublecortin (DCX) immunohistochemistry analysis. The number of the
DCX" cells or DCX" area are depicted in A and B panels, respectively. Positive
correlations between DCX" cells and DCX" area (fig. C), DCX" area and BrdU" cells
(fig. D) or DCX" area and BrdU/NeuN double positive cells (fig. E). C. control
animals, EE. animals submitted only to the enriched environment, MS. animals
submitted only to maternal separation procedure, MSEE. animals submitted to both
maternal separation and enriched environment procedures. * p<0.05 compared to C
group, # p<0.10 compared to MSEE group (fig. A), # p<0.10 compared to C group
(fig. B).

Figure 5. Synaptic plasticity visualized by electron microscopy. A. Synaptic density,
B. Proportion of symmetric or asymmetric synapses. C. Proportion of synapses on
dendrites or dendritic spines, D. Excitatory synapse (in yellow) characterized by
spherical vesicles and asymmetric postsynaptic density, E. Inhibitory synapse (in
yellow) characterized by elipsoidal vesicles and similar pre and postsynaptic density,
F. Dendrite (in yellow) showing microtubules (mt) and mitochondria (M) evidencing
a excitatory synapse on the dendritic spine (arrow), G. Dendritic spine making
excitatory (in green) and inhibitory (in blue) synaptic contacts. * p<0.05 compared to
C and MSEE groups.

Figure 6. mRNA expression in the Dentate Gyrus of the Hippocampus. Ilustrative
images of microdissection technique showing the dissection of DG (A e B). C.
Relative expression of mRNA of Nr3cl, Hsd11bl, Htrla, and Bdnf. In the Nr3cl
graph, * p<0.05 compared to C and MSEE groups, # p<0.10 compared to MSEE
group. In the Htrla graph, * p<0.05 compared to C group. In the Bdnf graph, #
p<0.10 compared to C and MSEE groups. C. control animals, EE. animals submitted
only to the enriched environment, MS. animals submitted only to maternal separation
procedure, MSEE. animals submitted to both maternal separation and enriched
environment procedure






