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RESUMO

A separacdo materna (SM) ¢ um modelo pré-clinico amplamente utilizado para
investigar os efeitos do estresse precoce sobre o desenvolvimento neurocomportamental e
fisiologico. Este estudo avaliou os efeitos da SM durante os primeiros dias de vida sobre
parametros biométricos, comportamento, estresse oxidativo em regides encefélicas e
metabdlitos cecais em ratos e ratas Wistar na fase adulta. Os animais foram submetidos a um
protocolo de SM de 3 horas diarias durante 13 dias e, posteriormente, avaliados por meio de
testes comportamentais, analises bioquimicas e quantifica¢do de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC). Os resultados revelaram alteracdes sexo-especificas: em fémeas, a SM reduziu o
acumulo de tecido adiposo, promoveu comportamento semelhante a ansiedade e impulsividade,
além de desencadear um aumento nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) no encéfalo mesmo diante de uma resposta compensatoria do sistema antioxidante
(aumento da atividade das enzimas Superoxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT)) em regides
encefalicas. Em machos, observou-se reducao das enzimas SOD e CAT em regides encefalicas,
sem aumento nos marcadores de dano oxidativo, comportamento de evitagdo ao centro no
campo aberto (CA) e aumento significativo da concentragao do acido latico cecal. Os achados
indicam que a SM afeta de forma sexo-especifica machos e fémeas, com maior vulnerabilidade
das fémeas a desfechos deletérios e possivel adaptagao metabdlica em machos, sugerindo uma
relacdo entre os efeitos do estresse neonatal por SM no eixo intestino-cérebro, nos mecanismos
de dano e defesa oxidativa, e nas respostas comportamentais relacionadas a ansiedade na fase

adulta.

Palavras-chave: separacdo materna; comportamento; estresse oxidativo; metabolitos cecais.



ABSTRACT

Maternal separation (MS) is a widely used preclinical model to investigate the effects
of early-life stress on neurobehavioral and physiological development. This study evaluated the
effects of MS during the first days of life on biometric parameters, behavior, oxidative stress in
brain regions, and cecal metabolites in adult male and female Wistar rats. The animals were
subjected to an MS protocol consisting of 3 hours per day for 13 days and were subsequently
assessed through behavioral tests, biochemical analyses, and quantification of short-chain fatty
acids (SCFAs). The results revealed sex-specific alterations: in females, MS reduced adipose
tissue accumulation, promoted anxiety-like and impulsive behavior, and triggered an increase
in TBARS levels in the brain, even in the presence of a compensatory antioxidant system
response (increased SOD and CAT). In males, a reduction in SOD and CAT enzymes was
observed in brain regions, without an increase in oxidative damage markers, along with center
avoidance behavior in the open field (OF) test and a significant increase in cecal lactic acid
concentration. The findings indicate that MS affects males and females in a sex-specific
manner, with greater female vulnerability to deleterious outcomes and possible metabolic
adaptation in males, suggesting a relationship between the effects of neonatal stress induced by
MS on the gut-brain axis, oxidative damage and defense mechanisms, and anxiety-related

behavioral responses in adulthood.

Keywords: maternal separation; behavior; oxidative stress; cecal metabolites.
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1. INTRODUCAO

A formacgao dos vinculos afetivos nos primeiros anos de vida ¢ considerada um dos
pilares do desenvolvimento de um individuo (Van der horst; Van der veer, 2008). Segundo
Bowlby (1952), autor da cléssica teoria do apego, as relagdes afetivas estabelecidas na infancia
com a figura cuidadora principal, geralmente a mae, sao fundamentais para o desenvolvimento
emocional, a formagao da personalidade e a capacidade de adaptacdo social. Essa perspectiva
foi elaborada a partir de observagdes realizadas no periodo pds-Segunda Guerra Mundial,
quando muitas criangas foram separadas de suas familias. O autor argumenta que a auséncia ou
ruptura precoce do vinculo afetivo pode gerar prejuizos duradouros no comportamento, na
cognicdo e na saude mental, sobretudo quando ocorre durante os estdgios iniciais do
desenvolvimento infantil (Bowlby, 1952; Berth, 2021).

Dentro desse contexto, os estudos pioneiros de Seymour Levine (1957) buscaram
compreender os mecanismos por tras dos efeitos do cuidado materno sobre o desenvolvimento
fisioldgico, metabolico e comportamental em roedores. Levine foi um dos primeiros a
demonstrar que variagdes nas experiéncias precoces, como o manuseio neonatal, influenciam a
resposta ao estresse ao longo da vida. Posteriormente, Meaney e colaboradores (1991)
aprofundaram os estudos sobre o manuseio neonatal ao investigar como variagdes sutis no
ambiente precoce influenciam o desenvolvimento de sistemas bioquimicos especificos no
cérebro, particularmente aqueles envolvidos na regulacdo da resposta adrenocortical ao
estresse. Os autores demonstraram como o cuidado na primeira infancia torna essa resposta
mais eficiente, evitando a exposi¢do prolongada aos glicocorticoides catabolicos, o que
preserva a integridade de estruturas cerebrais relacionadas a cognig¢do e favorece uma maior
resiliéncia a estressores ao longo da vida (Meaney et al., 1991).

A partir dessas evidéncias, diversos modelos experimentais de estresse neonatal foram
desenvolvidos para investigar os efeitos das adversidades precoces sobre o
neurodesenvolvimento. Dentre eles, destaca-se o protocolo de separagdo materna (SM). A
separacado repetida de ratos ou camundongos neonatos de suas maes, por periodos de 1 a 6 horas
durante as duas primeiras semanas de vida, uma janela critica do desenvolvimento, tem sido
associada a desfechos como aumento de comportamentos ansiosos € depressivos, além de
prejuizos cognitivos observados na idade adulta (Wang et al., 2020). Estudos pré-clinicos
indicam que o modelo de separagao materna, a depender do protocolo adotado, replica de forma
consistente um evento traumadtico precoce, acarretando alteracdes duradouras nos sistemas

fisiologicos e comportamentais (Lieb et al., 2019). Esse modelo busca simular experiéncias
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adversas vividas por neonatos humanos, como ocorre com bebés prematuros, que precisam se
adaptar precocemente a vida extrauterina e frequentemente enfrentam diversos estressores,
incluindo a auséncia do contato materno (Gomes, 2019).

Apesar da variedade de modelos experimentais aplicados e das multiplas hipoteses
propostas ao longo dos anos, os mecanismos especificos pelos quais a separa¢do materna afeta
o individuo, bem como os sistemas-alvo mais sensiveis a esse impacto, ainda permanecem
inconclusivos (Wang et al., 2020). Além disso, as diferengas nas respostas entre machos e
fémeas tornam essa relagdo ainda mais complexa, evidenciando uma lacuna na literatura e
reforgando a importincia de investigar tais mecanismos, de maneira sexo-especifica.

Diante desse cenario, a disfuncdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) ¢
considerada o principal mecanismo envolvido na mediagdo dos efeitos de longo prazo da
separacdo materna, especialmente no que se refere a regulacao da resposta ao estresse (Loi, M.,
et al., 2014; Ou-Yang, et al., 2022; Lupien et al., 2009; Lajud & Torner. 2015). Em condigdes
normais, esse eixo regula a liberagao de glicocorticoides, hormonios que ajudam a restaurar a
homeostase do organismo apds situagdes estressantes, por meio de um sistema de
retroalimentagdo negativa mediado pelos receptores mineralocorticoides (MR) e
glicocorticoides (GR). No entanto, experiéncias adversas na infancia podem comprometer esse
mecanismo, resultando em uma resposta exacerbada ou prolongada ao estresse (Jurena, 2014).

Paralelamente a hipdtese neuroendocrina, a literatura tem apontado o estresse oxidativo
como um possivel mecanismo envolvido nos efeitos duradouros da separagdo materna. A
exposicao precoce a eventos estressantes pode desencadear um desequilibrio entre a produgdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os sistemas antioxidantes do organismo,
comprometendo a integridade celular, especialmente em regides cerebrais vulneraveis durante
o neurodesenvolvimento, como o hipocampo e o hipotdlamo (Réus, 2018). As enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) desempenham fungdes essenciais
na neutralizagdo de EROs, contribuindo para a manutencdo do equilibrio redox celular.
Alteracdes na atividade dessas enzimas podem indicar uma condicdo de estresse oxidativo,
caracterizada pelo acimulo de EROs e consequente potencial lesivo as estruturas celulares
(Maes et al., 2011). As substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), amplamente
utilizadas como marcador de peroxidagao lipidica, e a quantificacdo de proteinas carboniladas
(PCO), indicadora de oxidacdo proteica, sao marcadores de danos oxidativos a componentes
celulares fundamentais, podendo comprometer a homeostase e a integridade tecidual (Markovic
et al., 2017). O desequilibrio de tais estruturas tém sido associado a disfungdo mitocondrial,

neuroinflamagdo e alteracdes comportamentais em modelos animais submetidos a separagao
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materna, sugerindo que o estresse oxidativo pode atuar como mediador dos efeitos deletérios
do estresse neonatal (Malcon et al., 2020).

Mais recentemente, a disfuncdo do eixo intestino-cérebro também tem sido proposta
como um mecanismo relevante na compreensao dos efeitos sistémicos do estresse precoce. O
eixo intestino-cérebro, composto por vias neurais, imunologicas e endocrinas, estabelece uma
comunicacao bidirecional entre o sistema nervoso central e o trato gastrointestinal (Jones et al.,
2006). Essa rede pode ser modulada por diferentes tipos de estressores, e ha evidéncias de que
experiéncias adversas precoces, como a separacdo materna, alteram a forma como esse eixo
responde ao estresse na vida adulta (O’mahony et al., 2009). Dentre os mediadores envolvidos
nessa comunicagao, destacam-se os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Kasprowicz; Savi,
2022). Capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e atuar diretamente sobre as
células cerebrais, os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) sdo substancias produzidas por
microrganismos e desempenham um papel fundamental na sinalizag@o do eixo intestino-cérebro
(Vieira, 2022; Erny et al., 2021). A microbiota intestinal degrada glicanos por meio de enzimas,
liberando glicose que ¢ fermentada em AGCC, como acetato, butirato, lactato, entre outros
(Kasprowicz; Savi, 2022). Os AGCC modulam importantes fungdes fisiologicas, incluindo a
motilidade intestinal, a absor¢ao de nutrientes, a liberagdo de muco e a proliferagcdo de células
epiteliais intestinais (Egerton et al., 2020). Alteracdes nas concentragdes desses compostos tém
sido associadas ao surgimento de distirbios do neurodesenvolvimento ¢ de doencgas
neurodegenerativas, especialmente quando ocorrem em fases criticas do desenvolvimento.
Evidéncias obtidas a partir de modelos animais demonstram a ampla influéncia desses acidos
sobre processos neurologicos e comportamentais (Silva; Bernardi; Frozza, 2020). Compostos
como o acetato, butirato, propionato e lactato sao frequentemente listados na literatura sobre
seu papel benéfico no organismo (Egerton et al., 2020). E alteracdes nas concentragdes desses
compostos podem comprometer a integridade funcional do eixo intestino-cérebro, favorecendo
um estado de disfun¢@o neuroimune e neuroendocrina que contribui para o desenvolvimento de
distirbios neuroldgicos e comportamentais (Silva; Bernardi; Frozza, 2020).

Com base nas evidéncias de que a separagdo materna (SM) pode modular parametros
biométricos, oxidativos, metabodlicos, fisiologicos e comportamentais de forma sexo-especifica,
levanta-se a hipotese de que esse estressor precoce induza, na fase adulta, alteragdes distintas
em machos e fémeas, afetando: (1) a composicao corporal; (2) a atividade das enzimas de defesa
antioxidante e os marcadores de dano oxidativo em regides encefalicas criticas para a
organizacdo comportamental; (3) as respostas defensivas associadas ao comportamento
ansioso; € (4) a concentragdo de metabolitos cecais relacionados ao eixo intestino-cérebro.

Espera-se que os resultados deste estudo contribuam para elucidar de que forma adversidades
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vivenciadas na infancia podem ter efeitos persistentes ao longo da vida, resultando em
alteracdes na fase adulta, e, assim, ampliar a compreensdao dos mecanismos envolvidos nas

disfungodes fisioldgicas associadas ao protocolo de SM.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da separacdo materna, de maneira sexo-especifica, sobre
parametros biométricos, marcadores de estresse oxidativo, metabolitos cecais e respostas

defensivas comportamentais.

2.2 Objetivos Especificos

Em machos e fémeas Wistar previamente submetidos a separagdo materna:

e Avaliar alteragdes em parametros biométricos;

e Analisar os efeitos da separagdo materna sobre o comportamento ansioso;

e Investigar os impactos da separacdo materna sobre os sistemas de defesa antioxidante
e os niveis de dano oxidativo no hipocampo, hipotdlamo e nas glandulas adrenais;

e (Quantificar os niveis de metabodlitos cecais, especialmente os acidos graxos de cadeia

curta acetato, butirato, lactato e propionato.
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3. METODOLOGIA

3.1 Modelo Animal

Ao todo foram utilizados 41 ratos Wistar (19 machos e 22 fémeas). Os animais
experimentais foram provenientes de 5 ratas prenhas com idade aproximada de 4 meses,
selecionando-se de cada prole animais de ambos os sexos (a0 menos 4 machos e 4 fémeas).
Desde o nascimento os ratos foram mantidos no Centro de Ciéncia Animal da Universidade
Federal de Ouro Preto, em caixas-viveiro forradas com maravalha, enriquecidas com duas
unidades de folhas de papel toalha esterilizadas, com temperatura controlada (23 + 1° C),
sistema de renovagao de ar, ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 06:00 da manha) e
livre acesso a agua e alimentagdo (Dieta Nuvilab®). O peso dos animais experimentais foi
mensurado, no minimo, uma vez a cada sete dias, com o objetivo de comparar o ganho de peso
semanal entre os grupos experimental e controle. Para as andlises estatisticas, foram
considerados os dados de peso obtidos da primeira at¢ a décima segunda semana do
experimento. O ganho de peso dos animais foi expresso em gramas. Os protocolos
experimentais foram realizados em cumprimento a ética e as normas de experimentacdo em
animais de laboratério estabelecidos pelo Comité Nacional de Controle da Experimentagao
Animal - CONCEA, mediante & aprovagio pela Comissdo de Etica no Uso da Universidade

Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP n°2065030823).

3.2 Procedimento

Cinco fémeas prenhas foram monitoradas por aproximadamente 14 dias em caixas-
viveiros separadas com a finalidade de conferir o nascimento da prole. Os 8 filhotes (4 machos
e 4 fémeas) foram mantidos com as maes at¢ o dia do desmame PN-21 (dia vinte € um pds
nascimento), quando as maes foram eutanasiadas. O dia do nascimento foi considerado PN-0
(dia p6s nascimento zero). No dia PN-1 (dia um p6s nascimento) foi feita a contagem de filhotes
€ a separacao por sexo, por meio da avaliagdo da distdncia anogenital. Quando a ninhada era
maior que 8 animais, os demais foram eutanasiados imediatamente. A divisdo de grupos foi
realizada apos a eutandsia das maes, sendo 1) MSM: Machos submetidos a separagdo materna
(n=7); 2) MC: Machos controle (n=10); 3) FSM: Fémeas submetidas a separacdo materna
(n=12) e 4) FC: Fémeas controle (n=10).
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3.3 Protocolo de Separacio Materna

O protocolo de separagdo materna foi iniciado no PN-3 (dia trés pos-nascimento) e
encerrado no dia PN-16 (dia dezesseis pos nascimento). A separagdo consiste na remog¢ao dos
filhotes das caixas de suas maes e a posterior alocagao individual de cada filhote em uma
pequena caixa forrada com maravalha, permanecendo separados por trés horas diarias. Os
animais separados ficaram isolados em uma sala com temperatura adequada para sua sobrevida
(30 = 1° C). Ao final das trés horas, todos os filhotes separados foram reunidos com suas
respectivas maes nas caixas-viveiro. Os animais que ndo foram separados (grupo controle) nao

foram submetidos a nenhum tipo de manipulagdo (Figura 1).

Figura 1- Representagdo do protocolo de Separagdo Materna (SM)

Fonte: Figura criada com BioRender.com
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3.4 Delineamento Experimental
Figura 2- Linha do tempo experimental

Linha do Tempo

Ratas prenhas (n=5) Desmame (n=41)

l l

Dias .20 0 3 16 21 100
—_—
T Separagio materna (n=24) T
Nascimento da prole Testes comportamentais LCE, CE, CA, ST
(n=41) e eutanasia (n=41)

LCE = Labirinto em Cruz Elevado
CCE= Caixa Claro Escuro

CA= Campo Aberto

S5T= Splash Teste

Fonte: Figura criada com BioRender.com

3.5 Testes Comportamentais

Os animais foram mantidos agrupados durante o dia PN21 até o dia PN-100 (dia 21 pds
nascimento até o dia 100 p6s nascimento) quando foram separados para a realizacdo dos testes
comportamentais. Os animais foram submetidos aos testes comportamentais de labirinto em
cruz elevado (LCE), caixa claro/escuro (CCE), campo aberto (CA) e Splash teste. Todos os
testes foram realizados no mesmo dia. A sala de experimento foi mantida livre de ruidos e com
controle de luz. Os animais foram colocados na sala 30 minutos antes do inicio do experimento
para habituacdo a iluminagdo de aproximadamente 60 lux. Os testes foram registrados por uma
camera instalada acima dos aparatos para execu¢do das analises. Apos finalizar os testes de

cada animal os aparatos foram higienizados com alcool 20% (de Noronha et.al., 2017).

3.5.1 Teste Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ¢ um aparato composto por quatro bragos, dois
bragos fechados com paredes de 40 cm de altura e dois bragos abertos sem paredes, ambos os
bracos possuem a mesma proporcao (50 cm de comprimento x 12 cm de largura) e 50cm

elevados do chao. No centro do aparelho ha um quadrante que liga os quatro bragos. Os ratos
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foram colocados no centro do aparato e direcionados para a entrada de um dos bragos fechados,
com a disponibilidade de exploracao por 300 segundos. Considera-se que o animal estd em um
dos bragos quando tem as quatro patas nesse mesmo brago do labirinto. Ao fim de cada teste, o
labirinto foi limpo com uma solugdo de 20% de alcool. O teste € baseado no principio de que
os roedores possuem um comportamento natural de medo a alturas e espagos abertos, e

preferéncia por locais escuros e fechados. (Handley et al., 1984).

3.5.2 Teste Caixa Claro/Escuro

A Caixa Claro/Escuro ¢ um aparato com dois compartimentos, um claro e um escuro,
ligados por uma abertura de 10 cm que permite que o animal possa transitar entre os dois
compartimentos. O animal foi posicionado no centro do aparato, ficando livre para transitar
durante 300 segundos claro e o teste se inicia a partir da primeira entrada no compartimento
escuro. Neste teste foram avaliados o nimero de entradas e o tempo de permanéncia em cada
compartimento além do tempo de reentrada e o tempo no centro do aparato (De Noronha et.al
2017). O tempo de reentrada corresponde ao tempo gasto pelo animal para reentrar no
compartimento claro ap6s a primeira entrada no compartimento escuro (Meseguer Henjarejos

et al., 2020)

3.5.3 Teste Campo Aberto

O Teste de Campo Aberto foi realizado em um aparato de acrilico em formato quadrado
(60 cm de largura x 60 cm de altura x 40 cm de profundidade). A base do aparato ¢ dividida em
16 quadrantes. No inicio do teste o animal foi posicionado no centro do aparato, ficando livre
para transitar durante 300 segundos. Neste teste foram avaliados o tempo de permanéncia no
centro do aparato, o tempo de permanéncia na periferia do aparato, o nimero de quadrantes
percorridos na periferia, o nimero de quadrantes percorridos no centro, o numero de
exploragdes verticais (Rearing) e o tempo de autolimpeza (Grooming). Mais tempo passado no
centro do campo aberto € interpretado como um efeito tipo ansiolitico, enquanto menos tempo

no centro da arena pode refletir um comportamento ansioso (Crawley et al., 1997).

3.5.4 Splash Teste
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O Splash Teste ¢ um protocolo utilizado para avaliar o comportamento de autolimpeza
(grooming) em roedores, frequentemente associado a motivagdo e ao estado emocional do
animal. No presente estudo, o teste consistiu na aplicacdo de uma solug@o de sacarose a 10%
sobre a regido dorsal dos ratos. Devido a sua viscosidade, a solugdo adere ao pelo, induzindo
uma resposta comportamental de higiene. Imediatamente apds a aplicacdo, a frequéncia de
comportamentos de grooming foi registrada durante um periodo de 300 segundos. Esse
comportamento inclui agdes como lamber o corpo, esfregar o rosto com as patas anteriores €
realizar movimentos semicirculares sobre a cabega e atrds das orelhas (Liang et al., 2018).
Redugdes na frequéncia ou duracdo desses comportamentos tém sido interpretadas como
indicativas de sintomas semelhantes a depressdo, refletindo possiveis déficits motivacionais

(Lorigooini et al., 2019).

3.6 Eutanasia

Apos a realizagdo do ultimo teste comportamental (Splash Teste), os animais foram
pesados e anestesiados com um coquetel composto por cetamina, xilazina e fentanil, em doses
calculadas individualmente de acordo com o peso corporal. Em seguida, foram submetidos a
eutanasia por decapitagdo, utilizando uma guilhotina apropriada. Foram coletadas as regides
encefalicas do hipocampo ¢ hipotdlamo, além das glandulas adrenais, que foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido. Também foram coletados os tecidos adiposos das regides
inguinal, retroperitoneal, epididimal (em machos) e parametrial (em fémeas) e as fezes cecais
diretamente do ceco para posterior analise. Todos os materiais coletados foram posteriormente

pesados e armazenados a —80 °C.

3.7 Avaliacido das enzimas antioxidantes e marcadores de dano oxidativo

Amostras dos tecidos das glandulas adrenais, hipocampo e hipotalamo
(aproximadamente 100 mg) foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH
7,2) contendo sal dissddico do 4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA), utilizando um
homogeneizador politron (Homogeneizador T10 basic ULTRA-TURRAX®, IKA®) em
microtubos de 2 mL. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 10
minutos a 4 °C. Ap6s a centrifugacdo, foram coletadas aliquotas do sobrenadante para posterior
avaliacdo. Foram quantificadas as atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD) e

catalase (CAT), bem como determinado o dano oxidativo por meio da peroxidagdo lipidica,
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utilizando o método das substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), ¢ da

quantificagcdo de proteinas carboniladas.

3.7.1 Proteinas Totais

O método colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951) foi utilizado para quantificar
as proteinas presentes no sobrenadante do homogeneizado. A técnica consiste na formagao de
um complexo azul resultante da interagdo entre os aminoacidos aromadticos das proteinas e o
reagente de Folin-Ciocalteu em meio alcalino com ions cupricos. A intensidade dessa coloragao
¢ diretamente proporcional a concentragdo de proteinas na amostra. Para a mensuragdo,
aliquotas de 10 pL do extrato sobrenadante ou do padrdo foram transferidas para microtubos
de 1,5 mL e diluidas a um volume final de 100 pL com agua deionizada. O controle branco,
representado por um microtubo contendo 100 uL de agua deionizada foi utilizado para a
calibragdo do equipamento espectrofotométrico. Na sequéncia, 1 mL do reagente C (solucao
alcalina de cobre) foi adicionado a todos os microtubos, os quais foram homogeneizados em
vortex e mantidos a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse intervalo, 100 uL do
reagente D (reagente de Folin-Ciocalteu) foi acrescentado a cada tubo. Em seguida, o
homogenato foi incubado em ambiente escuro, por 30 minutos, para garantir a formacao
completa do complexo colorido. A absorbancia das amostras foi medida em um
espectrofotometro ajustado para 595 nm. A curva de calibragdo foi construida com base nos
valores de absorbancia dos padrdes proteicos de concentragao conhecida, utilizando analise de
regressao linear. A equagdo da reta resultante foi empregada para determinar a concentragdo de
proteinas no sobrenadante do homogenato, por interpolagdo dos resultados de absorbancia das

amostras.

3.7.2 Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade enzimdtica da Superdéxido Dismutase (SOD) foi determinada no
homogenato com base no procedimento descrito por Marklund e colaboradores (MARKLUND;
MARKLUND, 1974). O método se baseia na capacidade da SOD em inibir a auto- oxidacao do
pirogalol, um composto fendlico que, ao ser oxidado, gera radicais superoxidos (Oz.). Estes
radicais, por sua vez, reduzem o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2H]-2,5-difenilterazolio
(MTT) a sal de formazan. A SOD atua competindo com os radicais superdxido produzidos no
processo de oxidacgdo do pirogalol, resultando em menor formagao de formazan. Assim, quanto

maior a concentragdo de SOD na amostra, menor sera a formagao de formazan, indicando uma
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maior atividade da enzima. Para mensuragdo, amostras homogeneizadas de todos os tecidos
foram pipetadas em placa de microtitulagdo de 96 pogos e incubadas por 5 minutos a 37°C com
uma solugdo de pirogalol e MTT. Apos o periodo de incubagdo, a reagdo foi interrompida com
a adicao de Dimetilsulféxido (DMSO), que solubiliza os cristais de formazan formados. A
absorbancia foi medida em espectrofotometria em leitora de microplacas a 570 nm. O valor de
absorbancia obtido foi utilizado para calcular a atividade de SOD, subtraindo-se a absorbancia
do controle branco da amostra e, em seguida, dividindo-se pelo valor correspondente a
subtragdo da absorbancia do padrao pelo branco. O resultado foi expresso em unidades de SOD

por miligrama de proteina (U/mg de proteina).

3.7.3 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade catalitica da enzima catalase foi avaliada pela cinética de decomposi¢ao do
peroxido de hidrogénio (H202). Com base no método espectrofotométrico descrito por Aebi
(1984), analisamos a capacidade da catalase de acelerar a conversdo do H20. em agua e
oxigénio molecular. O comportamento da reacdo foi acompanhado pela reducao gradual da
absorbancia a 240 nm. A velocidade dessa redugdo reflete diretamente a atividade enzimatica,
possibilitando uma verificagdo da atividade da catalase. Para execucdo da técnica, todos os
homogenatos teciduais anteriormente preparados em tampao fosfato foram utilizados como
amostras para a reagdo enzimatica. O tampao fosfato contendo o perdxido de hidrogénio
(10mM) foi aliquotado junto com a amostra em cubeta de quartzo, nas seguintes proporcoes:
970 uL de tampao e H202 com 30 pL amostra. O tampao e a amostra foram homogeneizados a
leitura foi realizada utilizando cubetas de quartzo e a absorbancia foi monitorada a 240 nm
durante 60 segundos, com registros a cada 30 segundos, iniciando a contagem no tempo 0. A
atividade da catalase foi quantificada com base na diminui¢do da absorbancia a 240 nm, de
acordo com a Lei de Lambert-Beer. O valor da absorbancia foi obtido pela diferenca entre a
absorbancia final e a inicial, sendo essa variacdo (delta) utilizada para calcular a atividade
enzimatica a partir do coeficiente de extingdo molar do H20.. A unidade de atividade foi
expressa como U de catalase por mg de proteinas totais, equivalente a hidrdlise de 1 pmol de

H-0: por minuto por mL.
3.7.4 Acido Tiobarbitirico (TBARs)

A peroxidacao lipidica foi avaliada por meio do método das substincias reativas ao

acido tiobarbitirico (TBARS), conforme descrito por Buege e Aust (1978). Esse procedimento
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baseia-se na reagdo entre o acido tiobarbitirico (TBA) e os lipideos oxidados, formando um
complexo vermelho cuja intensidade colorimétrica estd diretamente relacionada a concentragado
de substancias reativas ao TBA nas amostras. Para o ensaio, foi elaborada uma curva padrao
utilizando 1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP) em diferentes concentracdes (0,05 a 0,0000976
umol/mL). O TMP reage com o TBA, gerando um composto estavel de coloragdo rosa. Os
homogenatos teciduais previamente preparados foram tratados com reagentes especificos, que
incluiram 125 pL de acido tricloroacético (TCA 28% p/v em HCI 0,25 N), 125 pL de de acido
tiobarbitarico (TBA 1% em acido acético 1:1) e 62,5 uL de butilhidroxitolueno (BHT 5SmM em
etanol). Apds a adi¢do, as amostras foram homogeneizadas em vortex e submetidas a um
tratamento térmico em banho-maria a 95°C por 15 minutos para a extragdo dos produtos de
oxidagao lipidica. Apos este procedimento, foram resfriadas em banho de gelo por 5 minutos e
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C para remocdo de precipitado. 200 pL do
sobrenadante foi transferido para uma placa de ELISA de 96 pogos onde a absorbancia foi
medida a 535 nm em leitora de microplaca. A concentragao de TBARS foi calculada através da
equagdo da reta obtida da andlise de regressdo linear a partir da curva padrdo. Os resultados

foram expressos em nmol de TBARS por mg de proteina.

3.7.5 Determinagao de Proteina Carbonilada (PCO)

A determinacdo de proteinas carboniladas foi realizada pelo método de derivatizagdo
com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), adaptado de Reznick e Packer (1994). Essa técnica
baseia-se na detec¢ao espectrofotométrica dos derivados carbonilicos resultantes da reacao
entre 0 DNPH e os grupos carbonila das proteinas, que formam compostos denominados
hidrazonas. A quantidade de proteina carbonilada foi mensurada a partir de 250 puL de
homogenato dos tecidos, os quais foram transferidos para microtubos de 2 mL. Em seguida,
foram adicionados 250 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% para induzir a precipitagdo
das proteinas, e as amostras foram agitadas em vortex. Apds a homogeneizagdo, foram
centrifugadas a 5000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. O precipitado
resultante foi resuspendido em 250 pL. de DNPH a 10 mM, e as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente e na auséncia de luz por 1 hora, com agitacdo em voértex a cada 15
minutos. Apds o periodo de reacdo, 250 pL de TCA a 10% foram novamente adicionados as
amostras, seguidos de uma nova centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e 0,5 mL da solugdo de etanol/acetato de etila (1:1) foi adicionado

ao precipitado, seguido de agitacdo em vortex e centrifuga¢do sob as mesmas condi¢des. Essa
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etapa de lavagem foi repetida duas vezes. Apos a segunda lavagem, o sobrenadante foi
descartado, e 0,5 mL de dodecil sulfato de s6dio (SDS) a 6% foi adicionado ao precipitado. As
amostras foram novamente agitadas em vortex e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante final foi coletado, transferido para uma cubeta de quartzo, ¢ a absorbancia
foi medida em um espectrofotometro a 370 nm. A concentracdo de proteina carbonilada foi
determinada utilizando o coeficiente de extingdo molar do DNPH através da equacdo de

Lambert-Beer, ¢ os resultados expressos em nmol/mg de proteinas totais.

3.8 Analise de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

3.8.1 Protocolo de Extracao dos AGCC e Método de Analise

Inicialmente, aproximadamente 100 mg de fezes de rato foram pesados e transferidos
para microtubos de 2,0 mL. Em seguida, foram adicionados 300 pL de solugdo de acido
sulfurico (H2SO4) 0,6 M. As amostras foram entdo homogeneizadas por agitacdo em vortex por
4 minutos na velocidade maxima.Posteriormente, os microtubos foram submetidos a
centrifugacdo a 10.000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C, para separacao da fase sobrenadante.
O sobrenadante (~300 pL) foi coletado com o auxilio de uma micropipeta e transferido para
microtubos de 1,5 mL. Para remog¢ao de particulas em suspensdo, o sobrenadante foi filtrado
utilizando uma seringa acoplada a um filtro de 0,22 um, sendo o filtrado final direcionado para
um novo microtubo de 1,5 mL. Posteriormente, um volume de 100 pL. do material filtrado foi
pipetado para inserts de vials. As determinag¢des dos AGCC foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando os seguintes pardmetros operacionais: volume de
injecao de 20 uL, fluxo de 0,6 mL/min, temperatura da coluna de 55°C (maxima de 58°C) e
fase movel composta por solugdo de H2SO4 5 mM (preparada pela diluigio de 699 pL de Acido
Sulfurico 98% para HPLC, LiChropur). Foram injetadas aliquotas de 20 pL. do material
previamente filtrado. As analises foram conduzidas com fase mdovel composta por solugao de
acido sulfurico (H2SO4) 5 mM, empregando um fluxo de 0,6 mL/min. A temperatura da coluna
foi mantida a 55°C durante o processo cromatografico. A deteccao foi realizada a 210 nm de

comprimento de onda, sendo o tempo total de corrida de 70 minutos por amostra.

3.9 Analises Estatisticas
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As andlises estatisticas foram realizadas no Software GraphPad Prism (versdo
8.0.2.263). Os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os outliers foram detectados por meio do teste de Grubbs, para apenas um dado, com
valor estabelecido a=0,05 e retirados antes das analises. As variaveis com distribui¢do normal
foram expressas como média + erro padrao da média (EPM), enquanto os dados com
distribuicdo ndo normal foram apresentados como mediana e intervalo interquartil (IIQ). As
analises estatisticas foram realizadas de forma sexo-especifica, ou seja, foram realizados
Unpaired T-test (para dados paramétricos) € Mann-Whitney (para dados ndo paramétricos).
Para avaliagdo do ganho de peso semanal foi utilizado Multiple teste-t como valores definidos
em dois estagios lineares corrigidos por meio do FDR (False Discovery Rate) pelo método de
Benjamini, Krieger and Yekutieli (e valor Q = 1%), e os dados semanais com valores
significativos expressos na forma de volcano plot. O nivel de significancia considerado para as

analises foi de p<0,05.

4. RESULTADOS

Com o objetivo de caracterizar a resposta especifica de cada sexo a separacao materna,
este estudo investigou os impactos do protocolo de separagdo materna da prole de ratos e ratas
por 13 dias consecutivos durante o periodo pds-natal sobre parametros bioquimicos,
comportamentais e fisioldgicos. Os dados resultantes das andlises de fémeas e machos foram

descritos separadamente.

4.1 A separacido materna de 13 dias impactou significativamente na evolucio do peso

semanal em ratos machos e no acimulo de tecidos adiposos em fémeas.

Machos submetidos ao protocolo de separagdo materna tiveram avaliados os seguintes
parametros biométricos: peso final, ganho de peso semanal, tecidos adiposos epididimal,
inguinal e retroperitoneal e o calculo do indice de adiposidade.

Embora ndo tenha sido observada diferenca no ganho de peso final entre os grupos, a
separacdo materna por 13 dias resultou em diminuicao significativa no ganho de peso semanal
em momentos especificos, com interagdo observada na semana 2 pos-separacao (p < 0,0001;
Fig.3a) e na semana 4 pos-separagao (p=0,000333; Fig.3a) em machos separados. Em relagao

ao acumulo de gordura, ndo foram observadas alteragdes significativas no acimulo dos tecidos
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adiposos: retroperitoneal (p=0,1209; Fig.3d), inguinal (p=0,1201; Fig.3e), epididimal
(p=0,3755; Fig.3f) ou no indice de adiposidade (p=0,0849; Fig.3c¢).

Figura 3 - Efeitos da separacdo materna sobre os pardmetros de massa corporal de ratos Wistar.
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Legenda: a) Ganho de peso semanal. b) Peso final em gramas. c¢) Indice de adiposidade. d) Peso em gramas do
tecido adiposo retroperitonial ) Peso em gramas do tecido adiposo inguinal. f) Peso em gramas do tecido adiposo
epididimal. g) Volcano plot com diferenca significativa do ganho de peso semanal. MC: Machos Controle (n=7)
MSM: Machos Separacdo Materna (n=10). *Diferenca estatistica entre os grupos controle e separagdo. Valores

expressos em média + EPM, considerando o nivel de significancia p < 0,05.

Em fémeas, a separagdo materna de 13 dias ndo foi capaz de demonstrar diferengas

significativas no ganho de peso semanal, mas revelou uma redu¢do no indice de adiposidade
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(p=0,0176; Fig.4c) e no peso dos tecidos adiposos inguinal (p=0,0144; Fig.4e) e parametrial
(p=0,0291; Fig.4f) demonstrando sua influéncia na menor deposicao de gordura em fémeas

submetidas ao protocolo de separagdo materna.

Figura 4 - Efeitos da separacdo materna sobre os parametros de massa corporal de ratas Wistar.
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Legenda: a) Ganho de peso semanal. b) Peso final em gramas. c¢) indice de adiposidade d) Peso em gramas do
tecido adiposo retroperitonial. ) Peso em gramas do tecido adiposo inguinal. f) Peso em gramas do tecido adiposo
parametrial. g) Volcano plot com diferenga significativa do ganho de peso semanal. FC: Fémeas Controle (n=10)
FSM: Fémeas Separa¢do Materna (n=12). *Diferenga estatistica entre os grupos controle e separagdo. Valores

expressos em média + EPM, considerando o nivel de significancia p < 0,05.
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4.2 A separac¢io materna por 13 dias induz ansiedade e aumento do tempo de avaliacao
de risco de forma sexo-especifica, mas niao altera comportamentos semelhantes a

depressao em animais adultos jovens.

Com o intuito de analisar os efeitos da separacdo materna sobre as respostas
comportamentais semelhantes a ansiedade e sobre comportamentos semelhantes a depressao
em ratos e ratas Wistar, os animais foram submetidos aos testes Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), Caixa Claro-Escuro (CCE), Campo Aberto (CA) e Splash Teste.

4.2.1 Labirinto em Cruz Elevado

Em relagdo as respostas semelhantes a ansiedade em machos no LCE, nosso protocolo
nao induziu alteragdes significativas em nenhum dos parametros analisados: Tempo no brago
aberto (p=0,3290; Fig. 5a), tempo no centro (p=0,9880; Fig. 5e), tempo no braco fechado
(p=0,2775; Fig. 5b), entradas no brago aberto (p=0,8952; Fig. 5c), entradas no braco fechado
(p=0,4875; Fig. 5d), bem como nenhum dos comportamentos avaliados: Comportamento de
esticar (p>0,9999; Fig. 51), levantar (p=0,2700; Fig.5g), mergulhar (p=0,2655; Fig. 5h), e tempo
de autolimpeza (p=0,1228; Fig. 5i). Sendo assim, no teste LCE, a prole de machos nao
apresentou alteragdes nas respostas de ansiedade na fase adulta, apesar da separacao materna

durante a primeira infancia.
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Figura 5 - Efeitos da separacdo materna sobre o comportamento de ratos Wistar avaliados no

LCE.
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Legenda: a) Tempo no Brago Aberto. b) Tempo no Brago Fechado. ¢) Numero de entradas no brago aberto. d)
Numero de entradas no Brago Fechado. ¢) Tempo no centro. f) Frequéncia do comportamento de se esticar
(Stretch). g) Frequéncia do comportamento vertical (Rearing). h) Frequéncia do comportamento de mergulhar. 1)
Frequéncia do comportamento de limpeza (Grooming). MC: Machos Controle (n=7), MSM: Machos Separacao
Materna (n=10). *Diferenca estatistica entre os grupos controle e separacdo. Valores expressos em mediana

interquartil considerando o nivel de significancia p < 0,05.

Em relacao as respostas do tipo ansiedade no LCE em fémeas, nosso estudo encontrou
alteragdes significativas no tempo de permanéncia no centro do aparato (p=0,0184; Fig. 6e)
demonstrando a influéncia do protocolo no tempo de tomada de decisdo em fémeas. Entretanto,
nao houve diferencas significativas nos outros parametros analisados. Tempo no brago aberto
(p=0,3314; Fig. 6a), tempo no braco fechado (p=0,2303; Fig. 6b), entradas no braco aberto
(p=0,7121; Fig. 6¢), entradas no brago fechado (p=0,0944; Fig. 6d), assim como nenhum dos

comportamentos avaliados apresentou diferencas de frequéncia significativas: Comportamento
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de esticar (p=0,7099; Fig. 6f), levantar (p=0,2757; Fig.6g), mergulhar (p=0,1952; Fig. 6h), e
limpeza (p>0,9999; Fig. 61). De maneira similar, fémeas submetidas a SM apresentaram
respostas comportamentais semelhantes as fémeas do grupo controle, exceto pelo tempo de

tomada de decisdo inferior observado no grupo fémeas separagdo materna.
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Figura 6 - Efeitos da separagdo materna sobre o comportamento de ratas Wistar avaliados no
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Legenda: a) Tempo no Brago Aberto. b) Tempo no Brago Fechado. ¢) Numero de entradas no Brago Aberto. d)
Numero de entradas no Brago Fechado. €) Tempo no centro. f) frequéncia do comportamento de se esticar
(Stretch). g) frequéncia do comportamento vertical (Rearing). h) frequéncia do comportamento de mergulhar. i)
frequéncia do comportamento de limpeza (Grooming). FC: Fémeas Controle (n=10), FSM: Fémeas Separacdo
Materna (n=12). *Diferenca estatistica entre os grupos controle e separacdo. Valores expressos em média + EPM,

considerando o nivel de significancia p < 0,05.

4.2.2 Caixa Claro-Escuro

A andlise da Caixa claro-escuro em machos nao revelou diferengas significativas em
relacdo ao tempo de permanéncia no compartimento escuro (p=0,7287; Fig.7a) e no
compartimento claro (p=0,7840; Fig.7b), ou no numero de entradas no compartimento claro

(p=0,0870; Fig.7¢), bem como no compartimento escuro (p=0,1469; Fig.7f). O teste também
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ndo apontou diferenga significativa no tempo de permanéncia no centro (p=0,8790; Fig.7¢c) ou

no tempo de reentrada (p=0,3132; Fig.7d).

Figura 7 - Efeitos da separagdao materna sobre o comportamento de ratos Wistar avaliados no

CCE.

a) b) c
Tempo no Compartimento Escuro Tempo no Compartimento Claro Tempo no Centro
400 300 20+
°
300 ° ° 15— &°
z ®° ° 20090 z
2 ® o ° @
= 200 = 210
£ I =] —|— o 8 o ‘E o
] @ 2° ) °
= o = 100~ N = T
1004 | *® 4 ° 1 [T
o o o
°
%
0 T T 0 ? T 0 T
MC MSM MC MSM MC MSM
d) e) f)
Tempo de Reentrada Entradas no Compartimento Claro  Entradas no Compartimento Escuro
80 15 15
60 o » g @
o < 10- < 10- 000
2. 40 = o = oo
£ = = o
) o -] L)
= 1 = 5 l T 5+ 0o
20 P F °o
8‘3 - oo g o
*° o
0 ? T 0 ¢ T 0 T T
MC  MSM MC  MSM MC  MSM

Legenda: a) Tempo de permanéncia no compartimento escuro. b) Tempo de permanéncia no compartimento claro.
¢) Tempo de permanéncia no centro. d) Tempo de reentrada, ) Numero de entradas no compartimento claro. f)
Numero de entradas no compartimento escuro. MC: Machos Controle (n=7), MSM: Machos Separagdo Materna
(n=10). *Diferenga estatistica entre os grupos controle ¢ separa¢do. Valores expressos em média £ EPM,

considerando o nivel de significancia p < 0,05.

A analise da Caixa claro-escuro em fémeas revelou diferencgas significativas em relagdo
ao tempo de permanéncia no compartimento escuro (p=0,0020; Fig.8a), no tempo de reentrada
(p=0,0020; Fig.8d), mas ndo apresentou alteragdes nos outros parametros: Entradas no
compartimento claro (p=0,0870; Fig.8e), entradas no compartimento escuro (p= 0,1469;
Fig.8f), tempo de permanéncia no compartimento claro (p=0,0503; Fig.8b) e tempo de
permanéncia no centro (p= 0,8790; Fig.8c). O aumento no tempo no compartimento escuro, €

menor tempo no compartimento claro ¢ uma medida indicativa de maior ansiedade, refor¢ado
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pelo tempo de reentrada menor no grupo SM, sugerindo que fémeas apresentaram respostas
comportamentais do tipo ansiedade na fase adulta apos submissdao ao protocolo de SM na

primeira infancia.

Figura 8 - Efeitos da separa¢do materna sobre o comportamento de ratas Wistar avaliados no
CCE.
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Legenda: a) Tempo de permanéncia no compartimento escuro. b) Tempo de permanéncia no compartimento claro.
¢) Tempo de permanéncia no centro. d) Tempo de reentrada. ) Numero de entradas no compartimento claro. f)
Numero de entradas no compartimento escuro. FC: Fémeas Controle (n=10), FSM: Fémeas Separacdo Materna
(n=12). * Diferenga estatistica entre os grupos controle e separagdo. Valores expressos em média + EPM,

considerando o nivel de significancia p < 0,05.

4.2.3 Campo Aberto

Com base nos dados analisados pelo teste de Campo Aberto, foram observadas
alteragOes significativas na quantidade de quadrantes percorridos pelos machos na periferia do

aparato (p=0,0300; Fig.9d), mas ndo observamos outras alteracdes nos demais parametros
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analisados: Quadrantes percorridos no centro (p=0,4531; Fig.9a), Tempo de permanéncia no
centro (p=0,4546; Fig.9b), tempo de permanéncia na periferia (p=0,6704; Fig.9¢), frequéncia
do comportamento de limpeza (p=0,7186; Fig.9f), e frequéncia do comportamento de levantar
(p=0,1991; Fig.9c). O maior nimero de quadrantes percorrido na periferia do aparato ¢
sugestivo de maior exploragdo em uma por¢ao mais protegida do aparato, podendo sugerir

maior ansiedade.

Figura 9 - Efeito da Separacdo Materna sobre as respostas comportamentais de ratos Wistar

avaliadas no CA.
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Legenda: a) Quadrantes percorridos no centro do aparato. b) Tempo de permanéncia no centro do aparato, ¢)
frequéncia do comportamento vertical (Rearing) d) Quadrantes percorridos na periferia do aparato, ¢) Tempo de
permanéncia na periferia do aparato, f) frequéncia do comportamento de limpeza (grooming). Legenda: MC:
Machos Controle (n=7), MSM: Machos Separacdo Materna (n=10). * Diferenca estatistica entre os grupos controle

e separagdo. Valores expressos em média £ EPM, considerando o nivel de significancia p < 0,05.

Em relagdo as respostas defensivas comportamentais avaliadas pelo teste do campo

aberto em fémeas, o protocolo deste estudo ndo demonstrou alteragdes significativas em
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nenhum dos parametros analisados: Quadrantes percorridos no centro (p=0,3524; Fig.10a),
Tempo de permanéncia no centro (p=0,3139; Fig.10b), quadrantes percorridos na periferia do
aparato (p=0,1272; Fig.10d), tempo de permanéncia na periferia (p=0,3924; Fig.9¢), frequéncia
do comportamento de limpeza (p=0,7896; Fig.10f), e frequéncia do comportamento de levantar

(p=0,3307; Fig.10c).

Figura 10 - Efeito da Separagdo Materna sobre as respostas comportamentais de ratas Wistar

avaliadas no CA.
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Legenda: a) Quadrantes percorridos no centro do aparato. b) Tempo de permanéncia no centro do aparato, c)
frequéncia do comportamento vertical (Rearing) d) Quadrantes percorridos na periferia do aparato, e) Tempo de
permanéncia na periferia do aparato, f) frequéncia do comportamento de limpeza (Grooming). FC: Fémeas
Controle (n=10), FSM: Fémeas Separa¢do Materna (n=12). * Diferenca estatistica entre os grupos controle e

separagdo. Valores expressos em média = EPM, considerando o nivel de significancia p < 0,05.

4.2.4 Splash Teste
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Em machos submetidos ao protocolo de separagdo materna de 13 dias, ndo foram
observadas alteragdes significativas em nenhum dos parametros analisados: Tempo de
imobilidade (p=0,4252; Fig.11a), Numero de quadrantes percorridos no centro (p= 0,2143;
Fig.11b), Numero de quadrantes percorridos na periferia (p=0,3627; Fig.11c), tempo de
permanéncia no centro (p=0,2143; Fig.11d), tempo de permanéncia na periferia (p=0,2632;

Fig.11e) e frequéncia do comportamento de limpeza (p>0,9999; Fig.11f).

Figura 11 - Efeito da Separacao Materna sobre as respostas comportamentais de ratos Wistar

avaliadas no Splash teste.
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Legenda: a) Tempo de imobilidade. b) Quadrantes percorridos no centro do aparato. c) Quadrantes percorridos na
periferia do aparato. d)Tempo de permanéncia no centro do aparato, €) Tempo de permanéncia na periferia do
aparato, f) frequéncia do comportamento de limpeza (Grooming). MC: Machos Controle (n=7), MSM: Machos
Separagdo Materna (n=10). * Diferenca estatistica entre os grupos controle e separacdo. Valores expressos em

mediana interquartil considerando o nivel de significancia p < 0,05.

Em relacdo aos resultados do Splash teste em fémeas submetidas ao protocolo de
separacao materna de 13 dias, também ndo foram observadas alteragdes significativas em
nenhum dos pardmetros analisados: Tempo de imobilidade (p=0,4411; Fig.12a), Numero de

quadrantes percorridos no centro (p>0,9999; Fig.12b), nimero de quadrantes percorridos na
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periferia (p=0,3021; Fig.12c¢), tempo de permanéncia no centro (p>0,9999; Fig.12d), tempo de
permanéncia na periferia (p=0,2143; Fig.12e) e frequéncia do comportamento de limpeza

(p=0,9067; Fig.12f1).

Figura 12- Efeito da Separa¢do Materna sobre as respostas comportamentais de ratas Wistar

avaliadas no Splash teste.
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Legenda: a) Tempo de imobilidade. b) Quadrantes percorridos no centro do aparato. ¢) Quadrantes percorridos
na periferia do aparato. d) Tempo de permanéncia no centro do aparato, ) Tempo de permanéncia na periferia do
aparato, f) Frequéncia do comportamento de limpeza (Grooming). FC: Fémeas Controle (n=10), FSM: Fémeas
Separagdo Materna (n=12). *Diferenga estatistica entre os grupos controle e separagdo. Valores expressos em

mediana interquartil considerando o nivel de significancia p < 0,05.
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4.3 Efeitos da separacio materna de 13 dias sobre o estado REDOX em ratos e ratas

Wistar.

4.3.1 Machos submetidos a SM por 13 apresentaram redugdo de marcadores de defesa
oxidativa, enquanto fémeas apresentaram aumento da defesa oxidativa associada a dano lipidico

em regides encefélicas.

Em machos, nosso estudo encontrou diferencas significativas nos niveis de SOD no
hipotdlamo (p=0,0097; Fig. 13a) e no hipocampo (p=0,0196; Fig.13b). Também foram
observadas alteragdes nos niveis de CAT no hipocampo (p=0,0021; Fig. 13e). Em relacdo aos
marcadores de dano oxidativo, ndo foram encontradas alteragdes significativas nos marcadores
analisados. Neste sentido, machos adultos que sofreram SM durante a primeira infancia
apresentam reducdo das enzimas antioxidantes em nucleos encefélicos limitantes da
organizacdo da resposta comportamental relacionada a ansiedade, sem necessariamente

apresentarem aumento do dano lipidico ou proteico nessas mesmas regides.
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Figura 13 - Efeito da Separagdo Materna sobre as enzimas de defesa antioxidante e marcadores

de dano oxidativo sobre o hipocampo, hipotalamo e a glandula adrenal de ratos Wistar.
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Legenda: a) Atividade da SOD no hipotalamo b) Atividade da SOD no hipocampo. c¢) Atividade da SOD na
glandula adrenal d) Atividade da Catalase no hipotadlamo e) Atividade da Catalase no hipocampo. f) Atividade da
Catalase na glandula adrenal. g) Nivel de TBARS no hipotalamo h) Nivel de TBARS na glandula adrenal. i) Nivel
de TBARS no hipocampo. j) Nivel de proteina carbonilada no hipocampo MC: Machos Controle (n=7), MSM:
Machos Separagdo Materna (n=10). *Diferenca estatistica entre os grupos controle e separagdo. Valores expressos

em média + EPM, considerando o nivel de significancia p < 0,05.

Em fémeas, nosso estudo encontrou diferencas significativas também nos niveis de SOD
no hipotalamo (p=0,0097; Fig. 14a) e no hipocampo (p=0,0091; Fig. 14b) e alteragdes nos
niveis de CAT no hipotalamo (p=0,0021; Fig. 14d). Em relacdo aos marcadores de dano
oxidativo, foram encontradas alteragdes significativas no hipocampo de fémeas submetidas ao
protocolo de separacdo materna.

De forma contraria ao observado em machos, as enzimas antioxidantes se apresentam

aumentadas no hipotalamo e hipocampo de fémeas, com aumento do dano lipidico hipocampal,
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sugerindo que o aumento das enzimas antioxidantes esta atuando diretamente no combate de

um possivel aumento do dano oxidativo lipidico.

Figura 14- Efeito da Separacdo Materna sobre as enzimas de defesa antioxidante e marcadores

de dano oxidativo sobre o hipocampo, hipotalamo e a glandula adrenal de ratas Wistar.
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Legenda: a) Atividade da SOD no hipotalamo b) Atividade da SOD no hipocampo. c¢) Atividade da SOD na
glandula adrenal d) Atividade da Catalase no hipotdlamo e) Atividade da Catalase no hipocampo. f) Atividade da
Catalase na glandula adrenal. g) Nivel de TBARS no hipotalamo h) Nivel de TBARS na glandula adrenal. i) Nivel
de TBARS no hipocampo. j) Nivel de proteina carbonilada no hipocampo. FC: Fémeas Controle (n=10), FSM:

Fémeas Separacdo Materna (n=12). *Diferenca estatistica entre os grupos controle e separagdo. Valores expressos

em média + EPM, considerando o nivel de significancia p < 0,05.
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4.4 A SM por 13 dias na primeira infincia modifica de forma branda os metabdlitos

intestinais durante a fase adulta de ratos, mas nao de ratas.

Em machos, a dosagem de 4cidos graxos de cadeia curta revelou um aumento
significativo na concentracdo de acido latico dos machos separados em relagdo aos machos
controle (p=0,0133; Fig.15a), diferente dos demais acidos que nao apresentaram diferencas
significativas: Acido acético (p=0,1799; Fig.15b), acido propionico (p=0,2328; Fig.15c¢) e 4cido
butirico (p=0,2268; Fig.15d).

Figura 15 - Efeitos da Separacio Materna sobre a concentracio de Acidos Graxos de Cadeia

Curta de ratos Wistar.
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Legenda: a) Dosagem de acido latico b) Dosagem de 4cido acético, ¢) Dosagem de acido propidnico, d) Dosagem
de acido butirico. MC: Machos Controle (n=7), MSM: Machos Separa¢do Materna (n=10). * Diferenga estatistica

entre os grupos controle e separagdo. Valores expressos em média = EPM, considerando o nivel de significancia
p <0,05.

Em fémeas, ndo foram observadas alteracdes significativas em nenhum dos acidos
analisados: Acido latico (p=0,5824; Fig. 16a), acido acético (p=0,6520; Fig. 16b), acido
propidnico (p=0,4196; Fig. 16¢) e acido butirico (p=0,0691; Fig. 16d).
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Figura 16 - Efeitos da Separagido Materna sobre a concentragio de Acidos Graxos de Cadeia

Curta de ratas Wistar.
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Legenda: a) Dosagem de acido latico b) Dosagem de acido acético. ¢) Dosagem de acido propidnico d) Dosagem
de acido butirico. FC: Fémeas Controle (n=10), FSM: Fémeas Separacdo Materna (n=12). * Diferenga estatistica
entre os grupos controle e separagdo. Valores expressos em média + EPM, considerando o nivel de significancia
p <0,05.
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5. DISCUSSAO

Foram investigados os efeitos da separacdo materna durante 13 dias sobre a regulagao
comportamental e parametros biométricos de ratos e ratas Wistar, com a finalidade de
demonstrar alteragdes provenientes da privagdo materna na primeira infincia. Neste estudo,
usamos o protocolo de Separagdo Materna (SM) de 3h didrias e os pontos mais relevantes
encontrados demonstraram que a SM: (I) promoveu reducao significativa no ganho de peso
corporal em semanas especificas em machos separados; (II) resultou na diminuicdo dos
depdsitos de tecidos adiposos abdominais e no indice de adiposidade em fémeas separadas; (I1I)
promoveu o fendtipo de ansiedade e diminuiu a avaliagdo do tempo de exposi¢ao ao risco em
fémeas; (IV) desencadeou alteragdes em marcadores de defesa antioxidante (SOD e CAT) em
ambos os sexos (reduzidos em machos e aumentados em fémeas) no hipocampo e hipotdlamo,
além do aumento de dano oxidativo (TBARS) no hipocampo das fémeas; e (V) induziu aumento
na concentrac¢do de 4cido latico nas fezes cecais de machos separados. Em sintese, os resultados
obtidos ampliam a compreensdo, sob uma perspectiva diferenciada por sexo, dos mecanismos
pelos quais a separacdo materna na fase inicial da vida modula respostas fisiologicas e
comportamentais, possibilitando a analise de seus efeitos na idade adulta. As evidéncias
apontam que a SM promove modificagdes neurobioldgicas, ajustes no sistema antioxidante,
dano oxidativo, alteragdes nos perfis de metabolitos intestinais € mudancas comportamentais

que se expressam de forma sexo-dependente.

Parametros biométricos

Em machos, a separacdo materna resultou em menor ganho de peso nas semanas 2 e 4
pos-nascimento. No entanto, esse efeito ndo se manteve consistente até a fase adulta, ja que nao
foram observadas diferengas significativas no peso corporal final entre os machos controle e
separagdo, sugerindo uma recomposicdo corporal pds estresse infantil. Nao observamos
também alteracao no depdsito de tecidos adiposos de machos separados na fase adulta. Ainda
nao ha consenso na literatura quanto aos efeitos da separagdo materna sobre o peso corporal de
ratos. Iwasaki et al., 2000 relataram uma redu¢do no ganho de peso semanal em machos
submetidos a esse tipo de estressor neonatal, em comparagdo aos animais do grupo controle
(Iwasaki et al., 2000). Por outro lado, ha evidéncias de que a separagcdo materna pode provocar
efeitos diferentes, como aumento da ingestao alimentar, maior acimulo de gordura abdominal,
elevacao dos niveis de triglicerideos e aumento no ganho de peso corporal em ratos machos
(Bernardi et al., 2013; Jahng, 2011). Em contraste, um estudo que utilizou um protocolo de

separacao de 4 horas didrias ndo identificou altera¢des significativas no peso de machos ou
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fémeas submetidos a separacdo (Zeng et al., 2021). Essas divergéncias sugerem que os efeitos
da separagdo materna sobre parametros biométricos podem ser modulados por fatores como
sexo, linhagem, duracdo e caracteristicas do protocolo adotado, além das condi¢des ambientais
envolvidas.

Embora o presente estudo nao tenha investigado diretamente os mecanismos
responsdveis por essas alteragdes biométricas, a literatura oferece hipdteses que podem
contribuir para a compreensao dos achados. Estudos sugerem que a separacdo materna promove
alteracdes no eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA), levando a sua hiperativacao em fases
criticas do neurodesenvolvimento (Loi et al., 2014; Ou-Yang, et al., 2022; Lupien et al., 2009).
Essa ativacdo cronica resulta em niveis elevados de corticosterona, horménio com efeitos
catabdlicos e anorexigenos, o que contribui para a reducao do comportamento alimentar e do
acumulo de massa corporal (Lajud & Torner, 2015). Além disso, outros mecanismos descritos
na literatura podem estar envolvidos. A separagdo materna pode comprometer a integridade da
barreira intestinal, prejudicando a absor¢do de nutrientes e, consequentemente, o crescimento
(Soderholm et al., 2002). Também se observa, em modelos de protocolo semelhantes, uma
menor ingestdo alimentar em ratos adolescentes, possivelmente associada a alteragdes nos
niveis de leptina no periodo neonatal e sua influéncia na expressao do neuropeptideo Y (NPY),
no nucleo arqueado do hipotalamo, um dos principais reguladores do comportamento alimentar
(Wertheimer et al., 2016). Outra hipdtese considera a possivel supressdo do hormonio do
crescimento (GH) em decorréncia das separagdes prolongadas e alteragdes nas interagdes mae-
filhote juntamente com a diminui¢do da oferta de leite materno, que também podem impactar o
crescimento. (Mclntosh; Anisman; Merali, 1999).

Importante destacar que tal déficit no ganho de peso, de forma intensa, pode ter
consequéncias significativas no desenvolvimento fisiolégico e comportamental, uma vez que
evidéncias mostram que a desnutricdo no inicio da vida pode alterar permanentemente a
estrutura, fisiologia e metabolismo corporal e levar a distirbios cronicos mais tarde na vida,
além de resultar em menor resisténcia fisica e maior vulnerabilidade a estressores futuros
(Engelbregt et al., 2004). Além disso, o déficit de peso pode refletir alteragdes na
disponibilidade de nutrientes essenciais durante uma janela critica de plasticidade neural, o que
pode afetar a programagdo do comportamento, incluindo respostas ao estresse e regulacao
emocional (Andersen, 2003).

Nas fémeas, ndo foi observada redu¢@o no ganho de peso semanal, uma vez que tanto o
ganho ponderal quanto o peso corporal final permaneceram semelhantes entre os grupos ao
longo de todo o periodo analisado. Esses dados sugerem uma possivel resposta sexo-especifica

ao estresse neonatal em relacdo ao peso corporal. No entanto, apesar da auséncia de diferengas
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significativas no peso, a separacdo materna resultou em menor deposito de tecido adiposo e
redugdo no indice de adiposidade, indicando uma modulacdo do metabolismo lipidico que
ocorre de forma independente da massa corporal total. Essa resposta pode estar relacionada a
uma maior sensibilidade das fémeas a ativacao prolongada do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal
(HHA), o que pode provocar alteragdes persistentes no perfil lipogénico e na regulagao
hormonal do tecido adiposo, mesmo na auséncia de alteragdes de peso (Loi et al., 2014). Em
contrapartida, alguns estudos relataram aumento na deposi¢do de gordura em fémeas
submetidas a separacdo materna, especialmente quando expostas a uma dieta hiperlipidica
(Murphy et al., 2012). Outros estudos ndo encontraram alteracdes nos depositos adiposos em
fémeas, mas identificaram esse efeito em machos submetidos ao mesmo estressor, refor¢cando
a hipotese de uma resposta diferencial entre os sexos (Moyer-Mileur et al., 2011). A reducao
dos depositos de gordura observada neste estudo pode refletir uma alteragdo relevante no
equilibrio energético e hormonal das fémeas, considerando que o tecido adiposo desempenha
papel fundamental como 6rgao endocrino na regulagdo do metabolismo sistémico (Kershaw;

Flier, 2004).

Estresse Oxidativo

Neste estudo, foram identificadas alteragdes no sistema enzimatico antioxidante de ratos
e ratas submetidos a privagdo materna. Em machos, observou-se redugdo significativa da
atividade da superdxido dismutase (SOD) no hipotdlamo e da catalase (CAT) no hipocampo,
indicando um comprometimento da defesa antioxidante em regides-chave para a regulagao do
estresse € do comportamento emocional.

A menor atividade de SOD no hipotadlamo sugere uma capacidade reduzida de
neutralizacdo de radicais superdxido, favorecendo o acimulo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e um possivel aumento da suscetibilidade ao estresse oxidativo em um nucleo central
para a modulagdo do eixo HHA. Resultados semelhantes foram relatados por Malcon et al.
(2020), que também identificaram reducdo da atividade de SOD no hipotdlamo de machos
submetidos a separacdo materna, sem alteracdes equivalentes em fémeas, sugerindo uma
vulnerabilidade sexualmente dimoérfica ao estresse neonatal e indicando que machos podem ser
mais suscetiveis a desequilibrios redox em estruturas cerebrais criticas para a resposta ao
estresse.

A diminui¢do da atividade de catalase no hipocampo de machos separados observada
em nosso estudo pode contribuir para o potencial acimulo de peroxido de hidrogénio, o que
pode aumentar a vulnerabilidade ao dano oxidativo em uma regido sensivel ao estresse e

essencial para a consolidacdo da memoria e regulacdo emocional (Malcon et al., 2020). Essa
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disfuncdo antioxidante foi previamente relatada por estudos que demonstraram reducdes da
atividade de CAT ao longo do desenvolvimento em ratos expostos a separagdo materna, mesmo
na auséncia de alteragdes sistémicas detectaveis no plasma (Réus et al., 2018).

As enzimas antioxidantes SOD e CAT desempenham papel central na neutralizacao de
EROs, sendo que o desequilibrio dessas enzimas pode refletir um aumento do estresse oxidativo
celular (Maes et al., 2011). Esses achados refor¢am a hipotese de que a privagdo materna exerce
efeitos regionais especificos no cérebro, particularmente em areas associadas a resposta ao
estresse. Complementarmente, embora alguns estudos ndo tenham detectado alteracdes
classicas em marcadores oxidativos como peroxido de hidrogénio, glutationa, proteina
carbonilada e peroxidacdo lipidica, foi demonstrado que a separagdo materna prolongada
modula a expressao de proteinas envolvidas em vias de morte celular, como apoptose e
autofagia, nas regides do cortex pré-frontal, hipocampo e cerebelo, alteragdes que podem
persistir até a idade adulta e influenciar a reatividade ao estressor (Drastichova et al., 2021).
Apesar do modelo de SM aplicado neste estudo demonstrar uma reducgdo da atividade de SOD
e CAT, ndo foram observadas alteragdes nos marcadores de dano oxidativo, sugerindo que
potenciais efeitos nocivos foram controlados pelas defesas antioxidantes em machos separados.

Nas fémeas submetidas a SM, observou-se um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes SOD no hipocampo e no hipotdlamo, bem como da CAT no hipocampo,
sugerindo uma ativagdo compensatéria do sistema antioxidante frente ao estressor precoce. Tal
resposta enzimatica parece refletir uma tentativa do organismo de neutralizar o acimulo de
EROs induzido pela adversidade neonatal. No entanto, apesar dessa resposta adaptativa, foi
detectado um aumento significativo nos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) no hipocampo, marcador classico de peroxidacao lipidica, indicando que a elevagao
da atividade antioxidante ndo foi suficiente para impedir o dano oxidativo celular (Markovic et
al., 2017).

Esses resultados apontam para a coexisténcia de mecanismos de defesa antioxidante e
de dano oxidativo, evidenciando um desequilibrio redox nas fémeas expostas a SM. O cérebro,
por sua elevada taxa de consumo de oxigénio e alto contetdo lipidico, ¢ especialmente
vulneravel ao estresse oxidativo. Esse intenso metabolismo favorece a geragdo excessiva de
radicais livres, contribuindo ndo apenas para o aumento do dano lipidico, mas também para
disfungdes na neurotransmissdo, particularmente nos sistemas serotoninérgico e
glutamatérgico, fundamentais para a regulagdo emocional e cognitiva (Réus et al., 2018).

Assim como em nosso estudo, Uysal et al. (2005) relataram uma elevacao na atividade
da SOD acompanhada de aumento nos niveis de TBARS em regides encefalicas, indicando

intensificagdo da peroxidagdo lipidica. Embora ndo tenhamos investigado a via da glutationa,
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autores sugerem que o aumento isolado da SOD, sem correspondente elevacao da atividade da
glutationa peroxidase (GPx), compromete a conversao adequada do peréxido de hidrogénio em
agua. Esse acimulo de perdxido, subproduto da a¢do da SOD, favorece a formagado de radicais
hidroxila altamente reativos, o que pode exacerbar o dano oxidativo. Em contrapartida, Azuma,
Minami e Nishi (2020) demonstraram que, em camundongos fémeas, a separacdo materna
neonatal por 3 horas afeta especificamente a via da GPx, sem alteragdes na atividade da SOD
no hipocampo. Outros estudos encontraram aumento da atividade da SOD e da peroxidagao
lipidica em areas cerebrais de machos separados, mas nao em fémeas, sugerindo, no caso das
fémeas, um possivel efeito modulador dos estrogénios sobre os sistemas antioxidantes
(Markovic, 2017; Miura, Muraoka & Ogiso, 1996). Tomadas em conjunto, essas evidéncias
sugerem que a SM compromete os sistemas antioxidantes cerebrais de maneira diferenciada

entre sexos e regides encefalicas.

Respostas defensivas comportamentais

Os efeitos da privagdo materna sobre comportamentos do tipo ansioso permanecem
controversos na literatura, variando de acordo com o protocolo de separagdo empregado, o sexo
dos animais e a idade em que sdo avaliados (Lehmann & Feldon, 2000; Wang et al., 2020).
Cabe ressaltar que o termo Separagdo Materna pode assumir diferentes significados nos
estudos experimentais: enquanto algumas abordagens se restringem a separagao entre a mae ¢
sua ninhada, outras incluem também o isolamento entre os proprios filhotes, com o objetivo de
romper simultaneamente o vinculo materno e de irmaos de ninhada (Hulshof et al., 2011), como
realizado neste estudo. Outro ponto relevante ¢ que diferentes testes comportamentais utilizados
em modelos animais podem revelar distintas dimensdes da ansiedade, o que contribui para a

variabilidade dos achados observados (Belzung & Le Pape, 1994).

Em nosso estudo, observamos um efeito distinto da separagdo materna sobre o
comportamento emocional de ratas e ratos. Em machos submetidos a separagdo ndo
identificamos indicadores tipicos de ansiedade no teste de Labirinto em Cruz Elevado ou na
Caixa Claro Escuro, no entanto, durante o teste do Campo Aberto, os machos submetidos a
separagdo apresentaram maior atividade locomotora restrita a periferia do aparato. Estudos que
aplicaram o protocolo de separacdo materna por 180 minutos didrios durante 21 dias
observaram comportamentos semelhantes a ansiedade tanto no Labirinto em Cruz Elevado
(LCE) quanto no Campo Aberto (CA), e sugerem que o estresse precoce desencadeia uma
ativagdo exacerbada da amigdala basolateral (BLA) e pode exercer efeitos moduladores sobre

o hipocampo, contribuindo para alteragdes comportamentais associadas a ansiedade (Cevik et
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al., 2023). Outro estudo que aplicou o protocolo por 12 dias encontrou resultados semelhantes
a ansiedade em ratos jovens separados e, posteriormente, em ratos idosos que também sofreram
separacdo, no teste de LCE (Vital de Figueiredo, 2009). Segundo a autora, a exposi¢ao precoce
ao estressor da separagdo materna desencadeia alteragdes neuroendocrinas duradouras,
especialmente no eixo HHA, que modulam negativamente os circuitos envolvidos na regulagao
da ansiedade ao longo da vida. Vital de Figueiredo, 2009 ressalta que essa vulnerabilidade se
acentua com o envelhecimento, fase em que ha elevacao fisiologica dos niveis de corticosterona
e diminui¢do da plasticidade neural, o que potencializa os efeitos adversos da privagdo materna.
Entretanto, alguns estudos tém relatado dificuldade em reproduzir os efeitos do estresse precoce
ao analisar parametros classicos de ansiedade em machos no LCE, como o tempo gasto nos
bracos abertos e fechados ¢ o numero de entradas em cada brago (Kestering-Ferreira et al.,
2021).

Em nosso estudo, machos submetidos a separa¢do percorreram mais quadrantes na
periferia do aparato. Roedores em condigdes normais tendem a evitar luz intensa e espacos
abertos, o que torna o ambiente do Campo Aberto um estimulo ansiogénico que permite avaliar
tanto a atividade locomotora relacionada a ansiedade quanto os comportamentos exploratérios
(Belzung, 1999). A interpretagdo da movimentagdo baseia-se principalmente no medo e na
motivacao para explorar, sendo assim, o teste do campo aberto pode ser utilizado como uma
medida indireta de ansiedade (Vital de Figueiredo, 2009). Assim, a permanéncia predominante
na zona periférica ¢ interpretada como um comportamento semelhante a ansiedade, refletindo
uma tentativa de autopreservagdo diante de um ambiente percebido como ameacador (Kim et
al., 2013). Estudos semelhantes mostraram que ratos submetidos a separagdo materna por 180
minutos diarios permaneceram menos tempo no centro do aparato e entraram menos vezes
nessa area. (Egerton et al, 2020). Camundongos Balb/c submetidos a um protocolo semelhante
de separacdo mostraram alteracdes significativas tanto no CA quanto na CCE, mas nao no LCE.
Kestering-Ferreira et al., 2021 sugerem que a exposi¢ao ao estresse precoce afeta regides como
o cortex pré-frontal medial, comprometendo o controle sobre a amigdala e favorecendo a
redugdo na expressao de receptores mineralocorticoides, com consequente aumento nos niveis
de corticosterona, indicando maior reatividade do eixo HHA (Kestering-Ferreira et al., 2021).
Em contrapartida de nossos achados, outros estudos que aplicaram o mesmo protocolo de
separagao nao encontraram alteragdes significativas no CA ou no LCE, o que reforca a ideia de
que fatores como intensidade e duracdo do estressor influenciam diretamente nos desfechos
comportamentais (Aguiar, 2015; Aisa, 2017).

Embora a SM seja um dos modelos mais utilizados para investigar os efeitos do estresse

neonatal sobre o desenvolvimento comportamental de roedores, a literatura ainda apresenta
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limitag¢des significativas quanto a compreensao especifica de seus impactos em fémeas. Muitos
estudos focam predominantemente em animais machos e, quando as fémeas sdo incluidas,
frequentemente os resultados nao sao reportados separadamente por sexo ou nao sdo analisados
com o mesmo nivel de profundidade. Essa auséncia de dados dificulta a formulagdo de
conclusdes robustas sobre possiveis diferengas sexuais na resposta comportamental ao estresse
neonatal.

Em nosso estudo as fémeas separadas, diferente dos machos separados, tiveram
diferencas significativas no LCE em comparacdo ao grupo controle ao passar menos tempo na
area central do aparato, além disso, no teste da Caixa Claro-Escuro, as fémeas separadas
permaneceram por mais tempo no compartimento escuro em comparagao as fémeas controle,
além de exibirem um menor tempo de reentrada.

Apesar de ndo encontrarmos diferengas significativas nos parametros relacionados a
ansiedade em especifico no LCE, o tempo de permanéncia no centro tem sido considerado um
medidor comportamental relevante, frequentemente associado a impulsividade, hesitagdo,
avaliagdo de risco e tomada de decisdo (Redolat et al., 2014). Nesse sentido, evidéncias recentes
indicam que animais expostos ao estresse neonatal por SM apresentam maior propensao a
comportamentos impulsivos e decisdes precipitadas. No paradigma da Tarefa de Tomada de
Decisdao Arriscada (TTDA), desenvolvido para avaliar o comportamento frente ao risco em
situacdes de ameaca inata, ratos submetidos a SM demonstraram menor laténcia para tomar
decisdes, menor nimero de posturas de avaliagdo e maior indice de risco em comparagao aos
controles. Os autores sugerem que o estresse neonatal compromete mecanismos cognitivos
relacionados a avaliagdo de risco e regulagdes inibitorias, favorecendo decisoes impulsivas e
menos deliberadas (Chowdhury et al., 2023). Em fémeas expostas precocemente a um ambiente
pos-natal adverso, observou-se reducdo da avaliacio de risco em tarefas envolvendo ameaga e
recompensa. Essas alteragdes comportamentais foram associadas a regulacdo epigenética da
expressdao do Receptor 1 do Fator Liberador de Corticotropina (CRFR1) no cortex pré-frontal
medial, indicando que estressores iniciais podem provocar mudangas persistentes nos circuitos
cerebrais que regulam a tomada de decisao (Viola et al., 2019). Outros estudos encontraram um
resultado oposto, em animais submetidos 8 SM houve um aumento do tempo de permanéncia
no centro. Esse resultado foi interpretado pelos autores como uma dificuldade de tomada de
decisdo ou um conflito entre a exploragdo e a evitacdo do estimulo aversivo (o braco aberto)
(Barbosa Neto et al., 2012). Nosso estudo corrobora com este ultimo achado, sugerindo que
fémeas apresentaram dificuldade ou conflito entre exploragao e evitacdo no LCE.

As fémeas separadas demonstraram comportamentos semelhantes a ansiedade no teste

CCE ao permanecer mais tempo na caixa escura e evitar a caixa clara, além de apresentarem



49

um maior tempo de reentrada na caixa clara. Esse teste explora o conflito natural entre a aversao
dos animais a luz intensa e seu impulso exploratdrio. Nesse contexto, um aumento no tempo
gasto no compartimento escuro ¢ interpretado como um sinal de maior ansiedade, refletindo a
preferéncia por ambientes mais seguros e protegidos (Bourin & Hascoét, 2003). O tempo de
reentrada, também referido como laténcia para reentrar no compartimento claro apds a primeira
entrada no compartimento escuro, tem sido utilizado como um pardmetro comportamental
adicional nos estudos de ansiedade (Meseguer Henjarejos et al., 2020). Esse tempo reflete a
hesitagdo do animal em abandonar uma area considerada segura e retornar a um ambiente
aversivo, como a zona iluminada. Valores mais altos dessa laténcia sdo frequentemente
interpretados como indicativos de um estado emocional ansioso (Anderson et al., 2023). Outros
estudos que analisaram a privagdo materna obtiveram resultados semelhantes, evidenciando,
em fémeas separadas, maior tempo de permanéncia na area escura. Os autores sugerem que a
separacdo materna desencadeia uma hiperativa¢dao do sistema CRH, formado pelo horménio
liberador de corticotropina (CRH) e seus receptores, no hipotdlamo e em regides limbicas, e
estd associada a comportamentos semelhantes a ansiedade, indicando seu papel central nos
processos de neuroplasticidade (Faturi et al., 2010). A expressdo de CRH ja foi relacionada na
literatura em estudos que mostraram que camundongos que produzem CRH em excesso
aumentaram o comportamento semelhante a ansiedade no teste claro-escuro, conforme indicado
pelo tempo reduzido no compartimento iluminado (Van Gaalen et al., 2002). Apesar de
plausiveis, os mecanismos neurobioldgicos descritos na literatura ndo foram analisados
diretamente no presente estudo, sendo necessarias investigagdes adicionais para confirmar essa
hipotese.

Esses resultados, obtidos em modelo animal, sugerem que a exposi¢do a privacao
materna na primeira infincia pode afetar de maneira diferenciada fémeas e machos,
evidenciando uma vulnerabilidade a consequéncias emocionais negativas decorrentes de
experiéncias precoces de separagdo ou negligéncia materna neonatal, com impactos importantes
na fase adulta. Outro aspecto comportamental investigado neste trabalho envolve a aplicacao
de sacarose 10% na regido interescapular dos animais, conhecido como Splash Teste. Com o
objetivo de analisar o comportamento de limpeza (grooming), o tempo de imobilidade e o
nimero de quadrantes percorridos no centro e na periferia do aparato apds aplicagdo de solucao
com 10% de sacarose, obteve-se a quantificagdo dos parametros citados, dos quais
frequentemente estdo associados a motivacao, apatia e comportamento semelhante a depressao
(Shiota et al., 2016). Nossos resultados mostraram que machos e fémeas submetidos & SM nao
apresentaram diferencas significativas em qualquer dos indicadores analisados. Da mesma

forma, no trabalho de Favoretto et al., 2023 a separagdo materna nao afetou o comportamento
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de autocuidado em camundongos separados. Entretanto, outros estudos que aplicaram o mesmo
teste em camundongos encontraram uma diminuigao significativa no tempo de autolimpeza no
grupo submetido a separagdo em comparacao ao grupo controle, o que pode indicar um efeito
deletério do estresse causado pela separacdo e sugerem que o protocolo € capaz de induzir
sintomas depressivos (Al-shudifat et al., 2024; Lorigooini et al., 2019; Amini-Khoei et al.,
2017). Lorigooini et al., 2019 relacionam que tais alteragdes comportamentais indicam
dificuldades de autocuidado e problemas motivacionais em roedores e sugerem que esse
comportamento pode estar relacionado ao estresse oxidativo e diminuicdo da defesa
antioxidante em 4reas cerebrais (Lorigooini et al., 2019). Portanto, percebe-se uma

heterogeneidade em relacao aos resultados do Splash teste na literatura.

Metabélicos cecais (Acidos Graxos de Cadeia Curta)

Neste trabalho foram quantificados os seguintes AGCC: acido acético, acido butirico,
acido propionico e acido latico. Dentre eles, o acetato destaca-se por ser amplamente utilizado
por diversos tecidos como principal via de obtencdo de energia a partir de carboidratos nao
digeridos e ndo absorvidos no intestino delgado (Roy et al., 2006). Além de sua funcao
energética, o acetato também atua como substrato na sintese de colesterol e de dcidos graxos de
cadeia longa, bem como co-substrato na sintese de glutamina e glutamato (Den Besten et al.,
2013). Evidéncias recentes apontam ainda seu papel essencial no desenvolvimento e
funcionamento adequado da microglia, visto que contribui para a manuten¢ao do metabolismo
celular, modula a capacidade de fagocitose e influencia a resposta microglial durante processos
neurodegenerativos (Erny et al., 2021). O &cido butirico e seus derivados apresentam efeitos
benéficos amplamente documentados sobre a morfologia e a fun¢do intestinal, promovendo o
aumento das vilosidades intestinais, o fortalecimento da barreira da mucosa ¢ a estimulacao da
resposta imune celular local, o que contribui para a reducao significativa do risco de infecg¢des
(Gerunova et al., 2024). Além dessas agdes troficas e imunomoduladoras, o butirato, um AGCC
com propriedades eletrofisioldgicas, também influencia a sinalizacdo neural no intestino, ao
aumentar inicialmente a excitabilidade e, em seguida, induzir uma hiperpolarizacdo duradoura
em neurdnios mioentéricos que se projetam para a mucosa (Hamodeh et al., 2004). O 4cido
propidnico exerce diversas fungdes metabolicas importantes, incluindo a regulagdo da producao
de adipocinas no tecido adiposo, a sinalizagdo de vias relacionadas ao metabolismo energético,
a promogado da oxidagdo de acidos graxos no figado, a redugdo da concentragdo hepatica de
lipideos e a atuagdo como substrato da gliconeogénese hepatica (Lorefice; Zoledziewska,

2024). Além desses efeitos sist€émicos, o propionato também pode exercer agdes locais
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benéficas, como a redugao dos niveis de colesterol e o estimulo a proliferacao e diferenciagao
dos colondcitos, células fundamentais para a integridade da mucosa intestinal (Roy et al., 2006).

O lactato tem sido considerado um elo metabolico entre diferentes sistemas fisioldgicos.
No intestino, ele ¢ utilizado por bactérias na producdo de propionato. No figado, atua como
substrato para a geragdo de energia mitocondrial, especialmente em presenca de acidos graxos
de cadeia média (AGCM). No cérebro, € liberado por astrocitos e utilizado por neurdnios como
fonte energética (Schonfeld; wojtczak, 2016). Considerando a ampla gama de efeitos atribuidos
aos AGCC, sua quantificagdo se mostra fundamental para elucidar possiveis alteragdes
metabolicas associadas as condi¢des estudadas.

Estudos anteriores indicam que os AGCC também exercem um papel central na
mediacdo entre o estresse precoce, como a separacao materna, € o surgimento de sintomas da
Sindrome do Intestino Irritavel (SII) (O’Mahony et al., 2009). Tanto a diminui¢do quanto o
excesso desses metabdlitos podem comprometer a fungdo intestinal: concentragdes reduzidas
de AGCC estao relacionadas a menor producao de serotonina (5-HT) e disfungdes intestinais,
enquanto niveis elevados promovem a liberacdo excessiva de 5-HT, e lesdo da mucosa (Tao et
al., 2022; Roy et al., 2006). Apesar de variacdes nos efeitos dependendo da espécie, linhagem
e protocolo, o modelo de SM tem sido considerado um bom protocolo para investigar as bases
moleculares de disfun¢do do eixo cérebro-intestino (O 'mahony et al., 2010).

Em nosso estudo encontramos um aumento significativo da dosagem de acido latico nos
metabolitos cecais de machos submetidos a SM. Embora o acido latico tenha sido amplamente
estudado por suas fungdes metabolicas e neuromodulatérias, ndo foram encontrados, até o
momento, estudos que o associem diretamente ao modelo de separagdo materna.

Em meio aquoso com pH préximo ao fisioldgico, o acido latico, por ser um composto
hidrofilico e fracamente &cido, encontra-se predominantemente em sua forma ionizada,
conhecida como lactato, resultado da liberacdo de protons (H*) (Apostolova; Pearce, 2022).
Uma revisdo recente sobre o papel do lactato destaca que ele exerce efeitos neuroprotetores no
cérebro, especialmente em fases iniciais de doencas neuroldgicas, uma vez que fornece energia
aos neurdnios, atua como sinalizador celular, reduz a neuroinflamacao ao modular a atividade
da microglia e estimula a neurogénese (Liu; Zhou, 2024). Em um estudo com camundongos, a
administracdo periférica de l-lactato produziu efeitos semelhantes aos de antidepressivos,
revertendo comportamentos associados a depressao, como anedonia e imobilidade (Carrard et
al., 2016). Em um modelo de depressdo induzida por corticosterona, foi demonstrado que o
lactato exerce efeito antidepressivo ao restaurar a neurogénese no hipocampo adulto (Carrard

et al., 2021). Em camundongos expostos a estresse agudo, observou-se um aumento nos niveis
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de lactato, sugerindo que a elevagdo do lactato cerebral estd associada a resposta ao estresse e
pode estar envolvido na regulagao do humor (Wang et al., 2023).

Diante desses achados, ¢ possivel levantar a hipotese de que a SM também seria capaz
de desencadear alteragdes no eixo intestino-cérebro, em especifico modificando a concentracao
de metabolitos liberados do sistema digestivo (subproduto metabdlico da microbiota intestinal)
para a circulagdo sistémica, de maneira sustentada ao longo da fase adulta. Em nosso estudo foi
possivel observar alguns efeitos simultineos em ratos machos submetidos a SM. Houve
aumento da concentracdo de acido, em paralelo, observamos o uso de reserva de enzimas
antioxidantes (SOD e CAT), sem danos lipidicos ou proteicos em nucleos encefélicos, € um
indicador de ansiedade associado a exploragdo periférica no CA, mas sem efeitos no LCE e
CCE. O aumento do 4acido latico cecal em machos potencialmente poderia ser uma resposta
compensatoria ao estresse precoce atuando como um modulador neuroquimico, com efeitos na
neurogénese ¢ regulacdo do humor, porém mais estudos sdo necessarios para melhor
compreensao dessa relagdo. Em contrapartida, as fémeas submetidas a SM nao apresentaram
aumento de nenhum metabolito intestinal com efeito protetivo neural, e em paralelo
apresentaram danos oxidativos (TBARS) e aumento das defesas antioxidativas em nucleos
encefalicos, além de apresentarem resposta comportamental de ansiedade, o que sugere um
efeito sexo-especifico do protocolo de SM.

Este estudo apresenta algumas limitagcdes que devem ser consideradas na interpretagdo
dos resultados. A principal delas refere-se ao tamanho amostral relativamente restrito, o que
pode limitar a generalizacdo dos achados. Embora a analise de metabolitos cecais tenha
revelado alteragOes relevantes, nao foi realizada a caracterizagao do microbioma intestinal, o
que poderia fornecer informagdes mais abrangentes sobre a interagdo eixo intestino-cérebro.
Além disso, ndo foram dosados hormoénios, o que limita a compreensdo da resposta do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA).

Mesmo com essas limitagdes, o estudo apresenta achados relevantes para a compreensao
do modelo de separa¢dao materna, contribuindo para o avango do conhecimento sobre os efeitos

do estresse precoce.

6. CONCLUSAO

Em conjunto, os achados demonstram que a SM desencadeia alteracdes
neurobioldgicas, de compensagao do estresse oxidativo e comportamentais que se expressam
de maneira sexo-especifica, destacando a importancia desta analise em modelos pré-clinicos de

adversidade precoce. Tais evidéncias refor¢am a relevincia do eixo intestino-cérebro, do



53

sistema antioxidante, da composicdo corporal, e das respostas defensivas comportamentais,
como alvos potenciais para a compreensao e intervencao em desfechos associados ao impacto

do estresse no inicio da vida e suas compensagdes na fase adulta.
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