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RESUMO

Introducio: Acredita-se que o estresse no inicio da vida aumenta o risco de
desenvolvimento de adi¢do a cocaina. Entretanto, os mecanismos e mediadores desta
relagdo ainda nao foram completamente entendidos, particularmente durante a
adolescéncia, que € o periodo em que o uso de drogas usualmente se inicia.

Objetivos: Examinar os efeitos da separacdo materna pds-natal (MS) no paradigma do
condicionamento de preferéncia por lugar (CPP) induzido por cocaina em camundongos
periadolescentes. Além disso, investigar se a separacdo materna afeta a memoria espacial
de curto-prazo, bem como a atividade exploratéria e comportamento de ansiedade na
auséncia de droga.

Métodos: As ninhadas de BALB/c foram randomicamente destinadas a um dos grupos: MS
ou desenvolvimento normal (SR - controles). Os animais de MS foram submetidos a um
procedimento no qual os filhotes sdo separados da mae diariamente por 180 minutos, do dia
pos-natal (PND) 2 ao PND 15. O CPP foi realizado seguindo trés fases sequenciais:
habituag¢dao (PND 34), condicionamento (PND 35 ao PND 44) e teste pds-condicionamento
(PND 45). Para todas as fases os camundongos foram colocados nas cameras de CPP por
um total de 30 minutos todos os dias. A cocaina foi administrada intraperitonealmente a
uma dose de 20mg/kg. Os animais também realizaram as tarefas de campo aberto e
reconhecimento de objetos. Os dados comportamentais foram analisados utilizando o
sistema de video do ANY-Maze.

Resultados: A MS afetou seletivamente o CPP induzido por cocaina nos camundongos
adolescentes, aumentando o tempo dispendido na camera parecada a droga, mas ndo
influenciou a atividade exploratéria, o comportamento ansioso € a memoria espacial de
curto-prazo.

Conclusdes: A separacao do cuidador primario durante o inicio da vida pode aumentar a
reatividade a pistas pareadas a cocaina, como um ambiente especifico, em um periodo

critico do desenvolvimento, com alta vulnerabilidade ao abuso de drogas.

Palavras-chave: abuso na infancia, separacao materna, cocaina, condicionamento de

preferéncia por lugar, adolescéncia.




ABSTRACT

Introduction: Early-life stress is thought to increase risk for developing cocaine addiction.
However, the mechanisms and mediators of this relationship still not completely
understood, particularly during adolescence, which is the period that drug use usually
initiates.

Objectives: To examine the effects of postnatal maternal separation (MS) on cocaine-
induced conditioned place preference (CPP) paradigm in periadolescent mice. Additionally,
to investigate if MS affects short-term spatial memory, as well as drug-free exploratory
activity and anxiety-related behavior.

Methods: BALB/c litters were randomly assigned to one of two groups: MS or standard
rearing (SR - controls). The MS animals were subjected to a procedure that pups were
separated from their dams daily for 180 minutes, from postnatal (PND) 2 to 15. The CPP
was performed following three sequential phases: habituation (PND 34), conditioning
(PND 35 to PND 44) and post-conditioning test (PND 45). For all phases, mice were placed
into the chambers for a total of 30 minutes each day. Cocaine was administered at a dose of
20 mg/kg (i.p.). Animals also performed the open field and object recognition tasks.
Behavioral data was analyzed using ANY-Maze video-tracking system.

Results: MS selectively affected cocaine-induced CPP in adolescent mice, increasing the
time spent in the drug-paired chamber, but exerted no influence on exploratory activity,
anxiety-related behavior and short-term spatial memory.

Conclusions: Separation from the primary caregiver during early life can increase
reactivity to cocaine paired cues, such as a particular environment, in a developmental

period with increased drug abuse vulnerability.

Keywords: child abuse, maternal separation, cocaine, conditioned place preference,
adolescence
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1 INTRODUCAO

Os maus-tratos na infancia sao definidos como atos de comissao ou omissao por
parte dos pais ou cuidadores, que resultam em um potencial dano a satde da crianga,
incluindo experiéncias como o abuso fisico, sexual ou psicolégico, bem como a
negligéncia fisica ou emocional (1). O nimero de estudos sobre maus-tratos na infancia
vem crescendo nas ultimas décadas. Por exemplo, em uma busca realizada em outubro
de 2014, utilizando o termo MESH “child abuse”, mais de 26.000 estudos sobre o tema
foram rastreados na base de dados Medline (2). Isso exemplifica e representa o grande
interesse da comunidade cientifica no entendimento dos efeitos da violéncia infantil,
especialmente no que tange a associacao dessas experiéncias com o desenvolvimento de
condigdes clinicas. Ainda, a Organizacdo Mundial de Satde e o Centro de Controle e
Prevengdo de Doencgas dos Estados Unidos afirmaram que a prevengdo aos maus-tratos
na infancia ¢ uma prioridade para as politicas mundiais de satide publica e de direitos
humanos.

Considerando a importancia deste topico, dois estudos com perspectivas
distintas sobre o tema compdem essa dissertagdo. O primeiro estudo, de linha
epidemioldgica, se refere a uma meta-andlise e revisdo sistematica da literatura sobre
maus-tratos na infancia, intitulado de “Worldwide estimates of childhood abuse and
neglect: a meta-regression analysis of temporal and geographic variabilities”. O
segundo estudo, de pesquisa experimental animal, se refere a uma investigacdo dos
efeitos da separagdo materna em camundongos no condicionamento a preferéncia por
lugar & cocaina, intitulado de “Maternal separation increases cocaine-induced
conditioned place preference in BALB/c periadolescent mice”. A seguir, sera

apresentado o embasamento teorico, justificativa e objetivos para ambos os estudos.
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1.1 EPIDEMIOLOGIA DOS MAUS-TRATOS NA INFANCIA

Relatos de infanticidio, mutilagdao, abandono e outras formas de violéncia contra
criancas tém sido documentados desde as civilizagdes antigas (3). Nas ultimas décadas,
no entanto, a importancia da prevencdo a essas experiéncias cresceu, com base em
provas claras de que os maus-tratos na infancia podem afetar negativamente a satide
fisica e mental. Apesar disso, especialistas afirmaram que dados epidemioldgicos mais
confidveis sdo extremamente necessarios para uma melhor compreensao da ocorréncia e
do impacto dessas experiéncias. Em particular, esses dados seriam muito relevantes para
a orientacdo e desenvolvimento de novas politicas e programas de prevencao a toda e
qualquer forma de violéncia contra criancas.

Estes e outros motivos tém levado ao desenvolvimento de novos estudos sobre a
epidemiologia dos maus-tratos na infancia. Neste contexto, nos ultimos anos, a
prevaléncia de exposicdo ao abuso e negligéncia na infancia tem sido investigada na
populagdo geral de criancas e jovens em muitos paises. Por exemplo, o Developmental
Victimization Study foi uma pesquisa nacional de exposi¢do a violéncia infantil em uma
amostra representativa de jovens entre 2 a 17 anos de idade nos Estados Unidos (4). Os
resultados demonstraram que mais da metade da amostra (n = 2.030) sofreu agressdes
fisicas no ano da investigagdo, mais de um em cada oito foram vitimas de pelo menos
uma forma de maus-tratos na infincia, e mais de um em trés testemunharam violéncia
doméstica.

O National Survey of Adolescents, uma amostra representativa e probabilistica de
de adolescentes entre 12 a 17 anos de idade, estimou que em torno de 5 milhdes de
jovens norte-americanos foram vitimas de uma agressdo fisica grave, quase 2 milhdes
foram vitimas de violéncia sexual, ¢ quase 9 milhdes testemunharam violéncia
doméstica (5). Em relagdo a psicopatologias do desenvolvimento, destaca-se que a
prevaléncia do Transtorno de Estresse Pos-Traumatico nesta amostra foi de 3,7% para
meninos e 6,3% para meninas. Além disso, um estudo brasileiro documentou uma
prevaléncia de 3,9% de maus-tratos na infincia considerados severos, em uma grande
amostra escolar da cidade de Ribeirdo Preto (6). Deste modo, tais achados demostram a
gravidade do problema dos maus-tratos na infancia para a saide publica nacional e

global.
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Todavia, ainda ha uma grande incerteza em torno da incidéncia e prevaléncia dos
maus-tratos na infancia no mundo (7). Por exemplo, os dados apresentados de amostras
representativas sdo geralmente restritos a estimativas Norte Americanas. Além disso,
alguns autores sugerem que dados derivados de agéncias governamentais somente
representam a “ponta do iceberg” no que tange a prevaléncia destas experiéncias em
criangas e adolescentes (4). Alega-se que casos de violéncia doméstica com criangas
muitas vezes nao sao reportados, podendo permanecer em sigilo por muitos anos.

As dificuldades em torno da realizagdo dessas estimativas resultam em uma
variabilidade extrema das taxas de violéncia infantil. Por exemplo, uma meta-anélise
indicou que globalmente, a prevaléncia de abuso sexual de criancas varia de 2% a 62%
devido ao efeito de diversos fatores geopoliticos e metodologicos dos estudos
analisados (8).

Por outro lado, com achados mais robustos, as consequéncias decorrentes dos
maus-tratos na infancia foram extensamente investigadas em estudos de coorte ou
retrospectivos. Nesse sentido, pesquisas documentaram que o abuso e negligéncia sao
associados a diversas consequéncias deletérias a saude, sendo fator de risco para
doengas cardiovasculares (9), asma (10), obesidade e diabetes (11), como para diversas
doencgas psiquiatricas (12). Individuos expostos a eventos adversos na infancia e
adolescéncia possuem duas vezes mais chances de desenvolver Transtorno Depressivo
Maior (13), trés vezes mais chances de desenvolver Transtornos Psicoticos (14) e uma
grande propensdo a problemas com o uso de substancias licitas e ilicitas, como abuso e
dependéncia de alcool, cocaina e crack (15-17).

De uma forma geral, os estudos epidemioldgicos sobre maus-tratos na infancia
podem apresentar multiplos delineamentos, que usualmente se enquadram em uma das
trés categorias (4): (1) Pesquisas para estimar a prevaléncia e/ou o impacto do abuso ou
negligéncia em populagdes gerais de criangas ou adolescentes. Nessa perspectiva,
muitas vezes utiliza-se dados de entidades governamentais, tais como servigos de
protecdo a crianga; (2) Estudos sobre a distribui¢do e determinantes do abuso e
negligéncia entre criancas com alto risco de exposicdo a esses eventos, tais como
criangcas e jovens com graves distirbios emocionais ou psiquidtricos, bem como
criangcas encaminhadas para servicos especializados de saude ou judiciais. Nesses
estudos o uso de amostragem por conveniéncia ¢ mais comum; (3) Estudos destinados a

estimar as consequéncias da exposi¢do e impacto desses eventos retrospectivamente.
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Nesse contexto, utiliza-se o relato do proprio participante da pesquisa como forma de
estimar os efeitos dos maus-tratos na infancia em determinado desfecho. Nestes casos €
comum o uso de instrumentos ou questionarios padronizados para a avaliagdo de
experiéncias traumadticas na infancia.

Tendo em vista o terceiro agrupamento de estudos descritos acima e utilizando
dados 288 estudos retrospectivos que utilizaram o mesmo método de investigagdo sobre
experiéncias de maus-tratos na infancia, o Childhood Trauma Questionnaire (CTQ), o
estudo 1 dessa dissertagdo refere-se a uma revisdo sistematica e meta-analise,
apresentando achados extremamente relevantes. Desta forma, frente a grande
necessidade de mais dados epidemioldgicos sobre o tema, o estudo 1 buscou investigar
o efeito de diversos fatores geopoliticos e temporais nas estimativas mundiais de abuso

e negligéncia infantil.
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1.2 MODELOS ANIMALIS DE ESTRESSE PRECOCE

Embora os estudos epidemioldgicos descritos acima sugiram que a exposi¢ao a
experiéncias adversas no inicio da vida possa influenciar € aumentar as chances para o
desenvolvimento de inumeras doencas na adolescéncia e adultez, a natureza
correlacional e associativa desses estudos impede inferéncias causais diretas. De fato, de
acordo com as normativas éticas que regem a pesquisa € experimentacdo com seres
humanos, ¢ inviavel a manipulagdo direta do ambiente em que as criangas se
desenvolvem, e assim, fatores incontrolaveis, como a intensidade do estresse ocorrido e
a predisposicao genética a possiveis desfechos, ndo podem ser totalmente considerados
nessa relagao (18).

Os modelos animais, por outro lado, permitem testar relagdes causais diretas,
bem como o controle de fatores genéticos e do ambiente pré-natal. Além disso, os
parametros de interesse podem ser manipulados e experiéncias subsequentes podem ser
controladas durante todo o periodo de investigagdo (18). O acesso a regides especificas
do cérebro permite a compreensdo dos circuitos, proteinas, genes e cascatas de
sinalizacdo que podem contribuir para os efeitos deletérios do estresse no inicio da vida
sobre desfechos na adolescéncia e adultez (19-22).

Deste modo, em uma condi¢do privilegiada para realizar conclusdes acuradas, ¢
indiscutivel a grande contribui¢do dos modelos animais no estudo das consequéncias
comportamentais e biologicas do estresse precoce. Por exemplo, a hipo- ou hiper-
responsividade do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal na adultez de animais estressados
no periodo neonatal (23, 24), ou as consequéncias comportamentais (e.g. aumento do
comportamento ansioso) e cognitivas (e.g. diminuicdo da capacidade de memodria)
decorrentes do estresse precoce, assim como as diversas alteracdes neurobiologicas (25,
26). Pesquisadores pré-clinicos demonstraram que nos primeiros dias de vida os animais
estdo altamente suscetiveis aos efeitos do estresse, uma vez que o sistema nervoso e
outros sistemas bioldgicos estdo sobre constante plasticidade e rapido desenvolvimento
(Harrison and Baune, 2014). Possiveis alteragdes decorrentes do estresse precoce podem
perdurar por muito tempo, fendmeno conhecido como early life stress programming
(27, 28).

Ao longo do tempo, foram desenvolvidos diferentes modelos animais que

produzem experimentalmente adversidades e estresse no inicio da vida. Muitos destes
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tém como premissa a importancia da mae para o desenvolvimento normal dos filhotes e,
como tal, envolvem a manipulacdo e intervencao neste relacionamento (29).

O modelo de separagdo materna vem sendo amplamente utilizado na pesquisa
sobre o estresse cronico pos-natal. Neste modelo, produzem-se repetidas rupturas na
relagdo mae-ninhada, por meio da privacdo do cuidado materno durante os primeiros
dias de vida dos neonatos. Considerando as potenciais limitagdes da translacdo de
modelos animais para modelos humanos, a separacdo materna em roedores busca
mimetizar principalmente os efeitos da negligéncia parental em criancas (18).

Além disso, o modelo de separagdo materna vem sendo utilizado no estudo da
relacdo entre estresse e risco para doengas psiquiatricas (30, 31). Por exemplo, estudos
mostraram que neurdénios monoaminérgicos, como aqueles responsaveis pela
neurotransmissao serotoninérgica, dopaminérgica e noradrenérgica, sdo suscetiveis a
perturbagdes decorrentes da ruptura na relacdo mae-filhote (32). Ambas monoaminas
citadas sdo conhecidas por terem papéis criticos em comportamentos relacionados ao
estresse e ao desenvolvimento de doengas como Transtornos de Humor e/ou Ansiedade
(33).

A separacdo materna também tem sido amplamente utilizada no estudo da
vulnerabilidade ao desenvolvimento de adi¢do a alcool e drogas (34). Por exemplo,
estudos em primatas tém fornecido informagdes valiosas sobre a influéncia das
primeiras experiéncias no relacionamento mae-filhote sobre o consumo de alcool na
adultez (35, 36). Um antigo estudo comportamental mostrou que macacos rhesus que
foram criados sem a presenca da made durante os primeiros meses de vida,
voluntariamente consumiram mais alcool na idade adulta do que os animais controles
(37).

Modelos de roedores sdo comumente usados para examinar como a exposi¢ao a
diferentes condi¢des de criagdo no inicio da vida afetam o comportamento de ingestdo
de 4lcool e psicoestimulantes ao longo da vida (38, 39). Revisdes recentes sobre o tema
apresentam excelentes discussdes dos dados sobre o papel do estresse precoce no
desenvolvimento de comportamentos relacionados ao abuso de drogas e as bases
neurobioldgicas que permeiam essas manifestacdes (40, 41). Nesse sentido, o segundo
estudo que compde essa dissertacdo se refere a uma investigacdo dos efeitos da

separa¢do materna em camundongos no condicionamento a cocaina.
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2 JUSTIFICATIVA

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou um importante guia visando a
prevengdo da violéncia infantil e salientou que dados epidemioldgicos sobre essa
questdo continuam escassos, dificultando a implementacdo e avaliagdo de préaticas
preventivas (7). Na literatura vigente, estudos epidemioldgicos sobre os maus-tratos na
infancia tém sido geralmente limitados por varios fatores, tais como o efeito de casos
ndo notificados, multiplos delineamentos metodologicos, e variagdes nos métodos de
avaliagdo de maus-tratos. Além disso, nota-se que a maioria dos estudos
epidemiologicos desde 1999 sao, na grande maioria, provenientes da América do Norte,
e pouco se sabe sobre possiveis diferencas nas estimativas de abuso e negligéncia entre
diferentes paises e/ou continentes. Frente a isso, o estudo 1 foi desenvolvido para suprir,
em parte, a escassez de evidéncias sobre o efeito de fatores geopoliticos (e.g. regides
geograficas, fatores socioeconOmicos) nas estimativas de maus-tratos na infancia no
mundo.

Além disso, ha poucas evidéncias sobre uma possivel redug¢do, aumento, ou
estabilidade das estimativas de maus-tratos na infincia ao longo do tempo. Nesse
sentido, técnicas de meta-regressao em meta-analise t€m sido utilizadas na investigagao
do efeito do tempo (e.g. dias, meses, anos, décadas) sobre variacdes em fendmenos
psicolédgicos (42), assim como conduzido no estudo 1. Essas técnicas sdo abordagens
estatisticas robustas para explorar e explicar a heterogeneidade nos tamanhos de efeito
ou meédias produzidas pela meta-analise, utilizando-se o efeito de covariaveis dos
estudos analisados em parametros de regressao.

Em relacdo ao segundo estudo, nos ultimos 4 anos o autor desta dissertacao
trabalhou em um estudo de coorte com mulheres dependentes de cocaina/crack, durante
o periodo de abstinéncia aguda da droga. Nesse estudo foi identificado um aumento
exagerado em marcadores inflamatorios periféricos (e.g. citocinas pro-inflamatdrias) ao
longo da desintoxicacdo de cocaina/crack, especialmente naquelas participantes que
reportaram um histérico de abuso e negligéncia na infancia (43-45). Ainda, a resposta
inflamatoria foi correlacionada com uma pior resposta clinica a desintoxicagdo nas
mulheres com histéria de maus-tratos nos primeiros anos de vida (46).

Desta forma, o estudo 2 se justifica pelo avanco e desenvolvimento de hipoteses

investigadas em etapas anteriores de pesquisa, especialmente referente a quais seriam os
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mecanismos moleculares envolvidos na relagdo entre estresse precoce, inflamagdo e o
uso de cocaina. Para isso, foi necessario o desenvolvimento de uma investiga¢do
experimental com um modelo animal de estresse precoce. Deste modo, com uma
perspectiva de “reverse translation” (47), essas ideias fomentaram o desenvolvimento
do projeto de pesquisa intitulado de “Micro-RNAs Relacionados com a Resposta
Inflamatéria e Neuroplasticidade em Camundongos Expostos a Cocaina e a Separagdo
Materna”. Os dados apresentados no estudo 2 remetem-se a analise comportamental dos
experimentos até aqui realizados. As andlises moleculares serdo realizadas durante o

doutorado deste aluno.
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3 OBJETIVOS

Estudo 1

(1) Investigar se as estimativas mundiais de maus-tratos na infancia (e seus
subtipos) variam ao longo do tempo;

(2) Comparar as estimativas de maus-tratos na infancia (e seus subtipos) entre

diferentes localiza¢des geopoliticas;

Estudo 2

(1) Comparar o condicionamento de preferéncia por lugar a cocaina em
camundongos adolescentes expostos € ndo expostos a separagdo materna na infancia;

(2) Comparar o desempenho de memoria de reconhecimento de objetos, em
camundongos adolescentes expostos € ndo expostos a separagdo materna na infancia;

(3) Comparar o comportamento exploratorio e ansioso de camundongos

adolescentes expostos € ndo expostos a separacao materna na infancia.
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