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RESUMO 

Introdução: O desenvolvimento infantil em ambientes e condições adversas, como frente a 

escassez de recursos econômicos ou de cuidado parental, é considerado fator de risco para 

doenças neurológicas e psiquiátricas. Alterações em processos cognitivos parecem mediar esta 

relação, contudo, os mecanismos neurobiológicos adjacentes aos efeitos de experiências adversas 

precoces sobre a cognição ainda não foram completamente revelados. Evidências apontam que a 

neurotransmissão dopaminérgica e o sistema corticotrofinérgico possuem importantes funções na 

neurobiologia da tomada de decisão e avaliação do risco, que são processos cognitivos associados 

a funcionalidade do córtex cerebral. Similarmente, a memória de trabalho é outro domínio 

cognitivo que envolve atividade cortical, e alguns estudos apontam que alterações na sinalização 

neuroimunológica podem contribuir para o declínio destas funções cognitivas superiores.  

Objetivos: Investigar o efeito da exposição a moradia empobrecida na infância sobre o 

processamento cognitivo de avaliação do risco e mecanismos neurobiológicos e epigenéticos 

corticais associados em camundongos adolescentes da linhagem C57BL/6. Além disso, investigar 

o efeito da privação do cuidado materno na infância e da ativação sistêmica do receptor do tipo 

toll (TLR)-3 sobre a memória de trabalho e mecanismos neurobiológicos corticais associados em 

camundongos machos adolescentes da linhagem BALB/c. 

Métodos: Foram propostos dois estudos com modelos experimentais murinos. O primeiro estudo 

utilizou um modelo de moradia empobrecida do dia pós-natal (P) 2 ao P9. Quando os animais 

encontravam-se no período da adolescência, o processamento de avaliação do risco foi 

investigado por uma tarefa que explora um conflito entre dois estímulos biologicamente 

fundamentais na vida de um roedor, a motivação de consumir uma solução doce e altamente 

palatável (leite condensado) tendo que se expor a pistas olfativas de um predador natural, o 

coiote. Os níveis de expressão de genes dopaminérgicos (Drd1, Drd2) e corticotrofinérgicos (Cfr, 

Crfr1) no córtex medial pré-frontal (mPFC) foram investigados por PCR em tempo real. Os 

níveis de alterações de histonas (H3K9me3, H3R2me2s) foram avaliados na região promotora de 

genes associados aos desfechos comportamentais. Adicionalmente, os níveis de corticosterona 

plasmática foram avaliados por ELISA. No segundo estudo, o modelo de adversidade utilizado 

foi o de privação do cuidado materno do P2 ao P15. Similarmente, quando os animais 

encontravam-se no período da adolescência, ocorreu a administração sistêmica de um agonista de 

TLR-3, um receptor viral relacionado a sinalização inflamatória, e posteriormente os animais 
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foram testados em uma tarefa de memória de trabalho. Os níveis de expressão gênica de genes 

pró-inflamatórios (Nfkb1, Il6 e Tnf-α) e do próprio receptor (Tlr3), foram avaliados no mPFC por 

PCR em tempo real. 

Resultados: no primeiro estudo, observou-se um aumento de comportamentos do tipo ansioso, 

maior responsividade do eixo Hipotálamo-Pituitária-Adrenal (HPA) e uma diminuição do 

processamento de avaliação do risco nas fêmeas expostas a moradia empobrecida, ao passo que 

não ocorreram alterações nos animais machos. A diminuição de avaliação do risco foi associada a 

um aumento na expressão de Crfr1 no mPFC, o que se correlacionou com um aumento dos níveis 

de H3R2me2s na região promotora deste gene. No segundo estudo, observou-se que a ativação 

sistêmica de TLR-3 exacerbou os prejuízos de memória de trabalho decorrentes da exposição a 

privação do cuidado materno, e este efeito correlacionou-se aos níveis de expressão de Nfkb1 no 

mPFC.   

Conclusões: os achados do estudo 1 indicam um efeito deletério da exposição a moradia precária 

na infância sobre o processamento de avaliação do risco em fêmeas, revelando um prejuízo 

específico referente ao engajamento cognitivo frente a situações potencialmente perigosas. Além 

disso, evidenciou-se um efeito a nível epigenético de regulação da expressão cortical de Crfr1, 

indicando um importante papel deste gene sobre a relação entre pobreza na infância e alterações 

cognitivas em fêmeas adolescentes. Por fim, os achados do estudo 2 demonstraram que a ativação 

sistêmica do TLR-3 pode exacerbar os prejuízos de memória de trabalho induzidos pelo estresse 

precoce, revelando um papel mediador da sinalização neuroinflamatória no córtex cerebral 

relacionada as alterações cognitivas decorrentes da exposição a privação do cuidado materno. 

 

Palavras-chave: estresse precoce, cognição, marcadores imunológicos, sistema dopaminérgico, 

sistema corticotrofinérgico, avaliação do risco, memória de trebalho 
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ABSTRACT 

Introduction: Child development in adverse environments and conditions, such as with the lack 

of economic resources or with parental care deprivation, is considered a major risk factor for 

neurological and psychiatric diseases. Altered cognitive processing is thought to mediate this 

relationship, however, the neurobiological mechanisms underlying the effects of early adverse 

experiences on cognition have not yet been fully revealed. Evidence indicates that dopaminergic 

neurotransmission and the corticotrophinergic system have important functions in the 

neurobiology of decision-making and risk assessment, which are cognitive processes associated 

with the functionality of the cerebral cortex. Similarly, working memory is another cognitive 

domain that underlies cortical activity, and some studies indicate that alterations in 

neuroimmunologic signaling may contribute to the decline of these higher order cognitive 

functions. 

Objectives: To investigate the effects of impoverished housing conditions during early life on 

risk assessment processing and its associated cortical neurobiological and epigenetic mechanisms 

in C57BL/6 adolescent mice. In addition, we investigated the effects maternal care deprivation 

during early life, and the effects of systemic activation of the toll-type receptor (TLR)-3 on 

working memory performance, and its associated cortical neurobiological mechanisms in male 

BALB/c mice. 

Methods: Two studies with rodent experimental models were proposed. The first study used a 

model of impoverished housing from the postnatal day (P) 2 to P9. During adolescence, risk 

assessment was investigated using a behavioral paradigm that explores the conflict between two 

biologically relevant stimuli: the motivation to consume a sweet and highly palatable solution 

while being threatened by predatory olfactory cues. The expression of dopaminergic (Drd1, 

Drd2) and corticotrophinergic (Cfr, Crfr1) genes in the medial prefrontal cortex (mPFC) were 

investigated by real-time PCR. The accumulation of histone marks (H3K9me3, H3R2me2s) were 

assessed at the promoter region of genes associated with behavioral outcomes. In addition, 

plasma corticosterone levels were assessed by ELISA. In the second study, a rodent model of 

maternal care deprivation from P2 to P15 was applied. During adolescence, animals were injected 

with a TLR-3 agonist, which is a viral receptor implicated with inflammatory signaling, and then 

tested in a working memory task. The expression of pro-inflammatory genes (Nfkb1, Il6 and Tnf-

α) and the receptor itself (Tlr3), were performed in the mPFC by real-time PCR. 
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Results: In the first study, we found increased anxiety-like behavior, increased HPA axis 

response to stress and impaired RA processing in female adolescent mice, with no effect in 

males. These sex-specific effects were associated with increased Crfr1 mRNA expression in the 

medial prefrontal cortex (mPFC), which correlated with an increase in the occupancy of the 

histone mark H3R2me2s, a histone modification known to be involved in transcriptional 

activation and epigenetic priming, within the promoter of the Crfr1 gene. In the second study, we 

found that systemic administration of a TLR-3 agonist can modulate and exacerbate early life 

stress induced working memory impairments, and that higher gene expression levels of Nfkb1 in 

the mPFC was associated a lower working memory performance.  

Conclusions: The findings of the first study indicated a deleterious effect of impoverished 

housing exposure on risk assessment processing in females, which could be detrimental for 

cognitive performance in potentially dangerous situations, and suggest that the epigenetic 

priming of the Crfr1 gene may represent a critical factor mediating the relationship between early 

life stress and altered cognitive processing later in life in females. Finally, the findings of the 

second study demonstrated that the systemic activation of TLR-3 can induce working memory 

impairments, revealing an important mediating role of the neuroinflammatory signalling in the 

cerebral cortex associated with the cognitive changes resulting from maternal care deprivation 

exposure during early in life. 

 

Keywords: early life stress, cognition, immunological markers, dopaminergic system, 

corticotrophinergic system, risk assessment, working memory 
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Esta tese de doutorado é composta de dois estudos que utilizaram modelos 

experimentais murinos, buscando revelar o impacto de experiências adversas no início da vida 

sobre desfechos cognitivos e neurobiológicos. O primeiro estudo foi uma investigação dos 

efeitos da exposição a moradia empobrecida na infância em relação ao processamento 

cognitivo de avaliação do risco, bem como sobre a expressão gênica e alterações de histonas 

no córtex cerebral. O segundo estudo refere-se a uma investigação do impacto da privação do 

cuidado materno sobre o desempenho de memória de trabalho e sinalização neuroimune 

cortical. 
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1.2. REVISÃO DA LITERATURA  

1.2.1. O impacto da pobreza sobre o desenvolvimento cognitivo 

A desigualdade econômica é um fenômeno sócio-político mundial determinante na 

atual elaboração de políticas de saúde pública (1). As populações de baixa-renda financeira 

frequentemente estão expostas a uma maior diversidade de fatores de risco para diversas 

doenças, além de terem maior dificuldade na busca por tratamentos e práticas de 

prevenção/promoção de saúde (2). A pobreza está essencialmente associada a uma menor 

qualidade de vida, aumento da mortalidade (3) e vulnerabilidade para o desenvolvimento de 

obesidade (4), diabetes (5), HIV (6), asma (7), doenças neurológicas (7) e transtornos 

psiquiátricos (5).  

Um fator mediador crítico na associação entre pobreza, qualidade de vida e desfechos 

neuropsiquiátricos se refere à influência do nível socioeconômico sobre o funcionamento 

cognitivo (6, 8, 9). Evidências epidemiológicas e experimentais demonstram as consequências 

negativas da privação de recursos básicos sobre os processos cognitivos, um efeito 

determinante para a continuidade do ciclo de pobreza nas populações de baixa-renda (10). A 

influência deletéria da pobreza na cognição é ainda mais crítica na infância, devido a 

fundamental importância do conjunto renda-recursos-educação parental sobre o 

desenvolvimento de processos cognitivos, emocionais, motores e de linguagem dos recém-

nascidos (11). Evidências sugerem que a influência do nível educacional maternal sobre o 

quociente de inteligência (QI) infantil seja mediado em 60% pela qualidade do ambiente 

físico de desenvolvimento e nível de estimulação da criança (12). Deste modo, a pobreza e o 

desfavorecimento socioeconômico são fatores preditivos de baixo QI, bem como para o 

aumento da incidência de transtornos de aprendizagem e diminuição dos anos de escolaridade 

formal em crianças e adolescentes (13). 

Ainda que o estudo do impacto da pobreza sobre a cognição seja um campo de 

pesquisa com mais de nove décadas de história, o estudo neurocientífico dessa relação é 

recente (11). Os mecanismos neurobiológicos adjacentes ao desenvolvimento cognitivo em 

condições de pobreza não são bem compreendidos, embora tal conhecimento seja importante 

para a identificação de novos alvos de intervenção/prevenção para indivíduos expostos à 

pobreza e privação de recursos básicos ao longo da infância. Do ponto de vista 

neuroestrutural, evidências recentes demonstram que o baixo nível socioeconômico em 

crianças é associado a uma redução de 8-10% de matéria cinzenta em regiões cerebrais do 

córtex frontal (14). Estima-se que a influência desta redução seja de até 20% sobre os fatores 
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envolvidos com prejuízos acadêmicos decorrentes da pobreza, particularmente devido ao 

córtex pré-frontal ser uma região crucial para o funcionamento executivo, memória de 

trabalho, e julgamento e tomada de decisões. Deste modo, o primeiro estudo desta tese buscou 

investigar as bases neurobiológicas e epigenéticas do efeito da pobreza na infância sobre o 

desenvolvimento do córtex pré-frontal e funções cognitivas associadas, particularmente sobre 

o processamento de avaliação do risco na adolescência, por meio de uma pesquisa 

experimental animal.   

Considerando que durante os primeiros meses de vida importantes alterações no 

processamento cognitivo já são percebidas em recém-nascidos de famílias pobres, que vivem 

em condições de moradia precária (12), o modelo de pobreza adotado nesta proposta se refere 

à exposição a moradia empobrecida na infância, particularmente durante o P2 ao P9 de 

camundongos recém-nascidos. Tal modelo experimental é conhecido como limited bedding, e 

ao longo dos últimos anos vem sendo utilizado como uma manipulação precoce que 

contempla aspectos de moradia precária em roedores, caracterizada pela redução de material 

para construção do ninho dos neonatos (15).  Uma vez que o período da infância em 

camundongos estende-se até o P21, estima-se que os primeiros 9 dias de vida deste roedor 

mimetizem o primeiro ano de vida de um ser humano (16).  

 

1.2.2. Dopamina, corticotrofina e avaliação do risco 

A avaliação de risco é um processo cognitivo que envolve uma análise de custo-

benefício, sendo fundamental para o comportamento humano de julgamento e tomada de 

decisão (17). Por exemplo, comprar ou não um carro, experimentar ou não uma substância 

ilícita, são situações que necessitam de uma avaliação cognitiva mais detalhada em relação às 

alternativas disponíveis, bem como quais ganhos e riscos estão envolvidos e as possíveis 

consequências vinculadas em cada escolha. Desta forma, a avaliação de risco é um processo 

dinâmico, pois é dependente da situação, opções e motivações do indivíduo (18).  

Como nos demais processos cognitivos, a avaliação de risco pode estar comprometida 

em certos indivíduos, manifestando-se como parte integrante da sintomatologia de transtornos 

psiquiátricos como Esquizofrenia (19), Transtorno de Déficit de Atenção e Hiperatividade 

(20), Transtorno Bipolar (21), Jogo Patológico e especialmente Dependência Química (22). 

Fatores situacionais e transitórios também afetam a dinâmica da avaliação de risco, como o 

desenvolvimento, no qual adolescentes apresentam maior exposição a situações de risco (e.g. 

comportamento desafiadores e opositores, uso de substâncias) em comparação a crianças e 
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adultos (23); e a exposição a estressores, que modificam o curso do pensamento e, portanto, 

da avaliação do risco (24).  

A elaboração de modelos experimentais com roedores para o estudo de funções 

cognitivas superiores, como a tomada de decisão e avaliação do risco, é recente (25, 26). 

Paradigmas como o Iowa Gambling Task e o Delay-Discounting, tarefas neuropsicológicas 

consagradas na investigação da tomada de decisão sobre incerteza com seres humanos, foram 

convertidas com sucesso para a utilização em estudos com roedores (27, 28). Isto gerou novas 

possibilidades na investigação de processo neuroquímicos envolvidos na avaliação do risco, 

bem como quais seriam os mecanismos moleculares cruciais para o desempenho de escolhas e 

decisões associadas ao risco. No entanto, nestes paradigmas o “risco” em potencial refere-se à 

perda ou atenuação da recompensa utilizada ao longo da tarefa. Portanto, tais paradigmas não 

conseguem reproduzir a tomada de decisão baseada no risco real para o animal, uma vez que 

não há alternância entre um estímulo avaliado como um “perigo” em potencial, e um estímulo 

reforçador. Tal limitação foi recentemente superada através do desenvolvimento de tarefas 

comportamentais que investigam a avaliação de risco por meio da escolha do animal em se 

expor a uma situação aversiva para receber um alimento como recompensa (29). 

O paradigma Predator-Odor Risk-Taking (PORT) é uma tarefa que explora um 

conflito entre dois estímulos biologicamente fundamentais na vida de um roedor, a motivação 

de consumir uma solução doce e altamente palatável (leite condensado) e expor-se a pistas 

olfativas de um predador natural, o coiote (29). Desta forma, o animal é apresentado a uma 

situação nova em que precisa avaliar os riscos de percorrer um ambiente potencialmente 

aversivo (e.g. maravalha com urina de coiote) para alcançar a recompensa envolvida na 

situação. Neste paradigma, o leite condensado é utilizado como um estímulo reforçador, 

devido ao aumento no volume de consumo desta sustância após breves exposições ao 

estímulo. Desta forma, a tarefa envolve diferentes etapas, o que permite a investigação de dois 

processos distintos envolvidos na busca pela recompensa. 

A preferência e busca por um estímulo reforçador permite a avaliação do “liking”, que 

corresponde ao nível de prazer atribuído a um determinado estímulo. Por outro lado, o 

balanço entre aversão e aproximação ao risco na busca pela recompensa corresponde ao 

processo conhecido como “wanting”, referindo-se ao esforço necessário para obter 

determinado estímulo previamente apreendido como prazeroso (30). A circuitaria 

neurobiológica difere para cada um destes processos. O liking está diretamente relacionado 

com a atividade do sistema de recompensas cerebral, incluindo regiões dos gânglios basais 
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como o corpo estriado e área tegmental ventral. O wanting, por outro lado, está relacionado 

com a funcionalidade de regiões corticais frontais, particularmente do córtex pré-frontal 

medial (mPFC), bem como de núcleos cerebrais envolvidos com o processamento de 

estímulos aversivos, como a amígdala.  

O mPFC é composto predominantemente de neurônios piramidais glutamatérgicos (± 

80%) (31). Todavia, a neurotransmissão dopaminérgica que ocorre no mPFC tem um papel 

fundamental sobre o controle comportamental, particularmente sobre o processamento do 

julgamento e tomada de decisões. Evidências apontam que os receptores dopaminérgicos D1 e 

D2 podem influenciar o processamento de tomada de decisão atuando em redes de neurônios 

pré-frontais que se comunicam com neurônios localizados no estriado ventral e amígdala (32). 

Isto se deve pelo papel dopaminérgico estriatal na regulação da motivação e iniciação 

comportamental na busca de recompensas, e pelo seu papel no processamento da aversão ao 

risco quando presente em neurônios da amígdala.  

Um estudo documentou que o bloqueio farmacológico da sinalização D1 no mPFC 

prejudica o processamento do valor atribuído a estímulos de recompensa em roedores, ao 

passo que o bloqueio da sinalização D2 diminui a frequência de escolhas de risco em 

paradigmas de tomada de decisão (32). Além disso, alguns estudos com humanos 

identificaram associações entre polimorfismos nos genes Drd1 e Drd2 a distintos padrões de 

tomada de decisão e avaliação do risco por meio de avaliação neuropsicológica (33, 34).  

Além da neurotransmissão dopaminérgica, o fator liberador de corticotrofina (CRF) 

também vem sendo investigado como um dos neuromoduladores envolvido nas bases 

neurobiológicas da tomada de decisão e avaliação do risco, uma vez que o estresse pode 

influenciar padrões de comportamentos de aproximação/evitação ao risco e busca por 

recompensa. Tradicionalmente, o CRF é conhecido por suas funções de regulação na resposta 

ao estresse, via controle da ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) (35). 

Contudo, os axônios de neurônios corticotrofinérgicos projetam-se para regiões extra-

hipotalâmicas, incluindo áreas corticais, influenciando o processamento de funções 

neurovegetativas e cognitivas. O CRF possui dois receptores principais no sistema nervoso, o 

receptor do hormônio liberador de corticotrofina 1 (CRFR1) e 2. O CRFR1 é abundantemente 

expresso no córtex cerebral, sobretudo no mPFC (36).  

Em relação ao processamento da informação de busca por recompensa (liking), o 

bloqueio sistêmico da sinalização de CRFR1 via drogas antagonistas pode atenuar os efeitos 

do estresse sobre comportamentos de auto-administração de cocaína (37). Além disso, estudos 
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com humanos documentaram associações entre polimorfismos no gene CRFR1 e um maior 

risco para o desenvolvimento de transtornos aditivos (38), bem como a prejuízos na 

performance de tarefas neuropsicológicas de tomada de decisão sobre risco (39). Ao nível 

molecular, um estudo recente verificou que o bloqueio da expressão gênica de Crfr1 via 

RNAs de interferência administrado diretamente no mPFC, pode reverter os prejuízos 

cognitivos e de funções executivas decorrentes da exposição crônica ao estresse (40). Além 

disso, outro estudo demonstrou que os níveis de RNA mensageiro de Crfr1 no mPFC 

correlacionam-se com a frequência de escolhas “vantajosas” em uma tarefa experimental de 

tomada de decisão em roedores (41), sugerindo um importante papel do CRFR1 cortical nas 

bases neurobiológicas da tomada de decisão e avaliação do risco.   

Uma vez que a ligação do CRF ao seu receptor CRFR1 aumenta as taxas de potenciais 

de ação em neurônios dopaminérgicos, evidências recentes reforçam a ideia da existência de 

uma importante relação de neuromodulação entre ambos os sistemas dopaminérgicos e 

corticotrofinérgicos em relação ao processamento do julgamento, tomada de decisão e 

avaliação do risco (42, 43). Entretanto, até o momento, pouco se sabe se a exposição a 

adversidades durante o desenvolvimento, como a pobreza na infância, poderia acarretar em 

alterações nos sistemas dopaminérgicos e corticotrofinérgicos no mPFC.  Nesse sentido, o 

estudo 1 desta tese buscou investigar a relação entre a expressão gênica de Drd1, Drd2, Crf e 

Crfr1 no mPFC e o processamento de avaliação do risco em condições de busca por 

recompensa, bem como se a exposição a moradia empobrecida na infância poderia interferir 

nesta relação.  

 

1.2.3. Alterações de histonas e regulação da expressão gênica 

A estrutura da cromatina é um dos principais componentes envolvidos no controle e 

regulação da expressão gênica em células eucarióticas (44). A cromatina é constituída do 

DNA e de proteínas que se associam a este, denominadas de histonas. Uma vez que o DNA 

possui uma grande quantidade de informações codificadas e as células precisam adquiri-las 

sempre que necessário, a cromatina sofre alterações em sua estrutura com o objetivo de expor 

determinadas regiões do DNA e, consequentemente, permitir o acesso de fatores de 

transcrição específicos envolvidos na expressão gênica. Nesse sentido, o estudo das alterações 

de histonas que se relacionam a uma maior (eucromatina), ou menor (heterocromatina) 

acessibilidade a regiões do DNA que regulam a expressão de genes, como por exemplo, 



 
  

20 
 

regiões promotoras que antecedem o primeiro exon, tem sido objeto de investigação de 

diversos campos da biologia molecular e epigenética (45).  

 Estudos de sequenciamento total do genoma permitiram a identificação de 

marcadores de histonas associados ao aumento ou repressão da transcrição de diversos genes 

(46, 47). Em particular, a metilação da histona H3R2 é uma marca associada a uma maior 

acessibilidade ao DNA e ao aumento da expressão gênica, ocorrendo principalmente nas 

regiões promotoras próximas ao local de início da transcrição do primeiro exon de inúmeros 

genes. Por outro lado, a metilação da histona H3K9, é uma marca associada à condensação e 

compactação da cromatina, consequentemente diminuindo a expressão gênica. Tais marcas 

epigenéticas relativas a histona H3 vêm sendo relacionadas ao controle da transcrição de 

genes envolvidos em diversos processos neurobiológicos, como a neurogênese, 

sinaptogênese, funcionamento cognitivo e regulação emocional (45, 48). Além disso, 

intervenções farmacológicas que envolvem a inibição da atividade de enzimas envolvidas na 

acetilação/metilação de histonas, têm sido estudadas e consideras promissores alvos 

terapêuticos no tratamento de diversos transtornos neurocognitivos (49, 50). 

Contudo, pouquíssimo avanço ocorreu em termos da identificação das bases 

neurobiológicas de como a pobreza afeta a cognição e a funcionalidade de circuitos cerebrais 

específicos, sobretudo em relação aos mecanismos epigenéticos. Todavia, o campo da 

neuroepigenética encontra-se em rápida expansão na última década, uma vez que os 

mecanismos de regulação da funcionalidade genômica são cruciais para a relação entre o 

substrato neural e processos cognitivos, assim como para a relação entre ambiente, genoma e 

funcionamento cerebral (51). Tendo em vista que o estudo 1 desta tese teve como objetivo 

investigar a expressão de genes dopaminérgicos e corticotrofinérgicos no mPFC e sua relação 

com o processamento de avaliação do risco, um segundo objetivo deste trabalho foi investigar 

quais alterações de histonas estariam associadas a regulação da expressão de tais genes, assim 

como qual seria o efeito produzido pela exposição a moradia empobrecida na infância sobre 

estes desfechos.  

 

1.2.4. Efeitos da privação do cuidado materno sobre o desenvolvimento 

Como exposto anteriormente, o desenvolvimento cognitivo pode sofrer alterações 

deletérias decorrentes da exposição a adversidades nas primeiras etapas da infância, que não 

se restringem somente a situações de privação de recursos e pobreza. Por exemplo, um estudo 

de coorte prospectivo identificou prejuízos cognitivos em crianças com história de negligência 
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familiar e privação de cuidado materno aos 7, 11 e 16 anos de idade (52). Além disso, 

evidências apontam para prejuízos de memória de trabalho associados à negligência na 

infância em adolescentes e adultos jovens diagnosticados com Esquizofrenia (53), ou com 

Dependência de Cocaína (54). Uma vez que o cuidado materno envolve o atendimento de 

questões afetivas, emocionais, cognitivas, nutricionais e de sobrevivência dos recém-nascidos, 

o vínculo entre mãe e filho é fundamental para o desenvolvimento do sistema nervoso e 

funcionamento cognitivo ao longo da infância e adolescência.  

Do ponto de vista neuroendócrino, há uma vasta literatura documentando os efeitos da 

privação prolongada do cuidado materno na infância sobre o desenvolvimento e 

funcionamento do eixo HPA, caracterizadas como uma hiper- ou hipo- liberação de 

hormônios corticoides frente a situações adversas (55-57). Evidências também apontam para 

consequências neurobiológicas, incluindo alterações em vias de sinalização neurotrófica, 

sobre a plasticidade neuronal, e em vias de neurotransmissão hipotalâmicas, hipocampais e 

corticais (56). Tais alterações são associadas a uma reduzida capacidade de memória e 

aprendizagem, e um aumento de comportamentos de ansiedade e depressão, observadas tanto 

na adolescência como na adultez (58). 

Embora tais achados tenham contribuído significativamente para o entendimento dos 

processos neurobiológicos mais suscetíveis aos efeitos do estresse no início da vida, algumas 

lacunas na literatura ainda permanecem. Uma delas se refere ao estudo da relação entre a 

privação do cuidado materno, cognição e sinalização neuroimune. 

 

1.2.5.  Sinalização neuroimune e cognição  

A sobrevivência de um indivíduo é mediada por suas capacidades de reconhecimento, 

interpretação e resposta a estímulos advindos do ambiente. Tais capacidades têm suas bases 

biológicas no sistema nervoso e sistema imune, que além das habilidades de reconhecimento e 

resposta, também são sistemas que se adaptam por meio da formação de memórias específicas 

para cada interação/resposta realizada (59). Deste modo, diversos estudos vêm documentando 

a importância da interação entre células nervosas e imunes para o funcionamento ideal de 

ambos os sistemas citados (60, 61).  

Nesse sentido, o sistema imune possui também um papel neurofisiológico pertinente 

ao funcionamento cognitivo. Por exemplo, a depleção experimental da imunidade adaptativa 

em roedores foi associada a prejuízos cognitivos referentes à consolidação de memórias 

visuoespaciais (62). Entretanto, tais prejuízos são revertidos frente à restauração da atividade 
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imunológica por meio da transferência de células T autólogas. Essa relação é mediada por 

vias de comunicação do sistema imune periférico para o sistema nervoso central, bem como 

por sinais produzidos pela sinalização neuroimune dentro do cérebro. A sinalização 

neuroimune é composta por complexas interações entre células imunológicas periféricas, 

especialmente células T e macrófagos, células cerebrais com funções imunes, particularmente 

células de micróglia e astrócitos, para com neurônios e células precursoras neuronais (59).  

Tais interações são mediadas, em parte, pela função de diversas citocinas, como a 

interleucina (IL)-1b, IL-6, e o fator de necrose tumoral (TNF)-α, uma vez que neurônios e 

células gliais respondem a secreção destes mensageiros imunológicos (63). Por exemplo, 

estudos in vitro e in vivo demonstraram que a IL-6 possui funções regulatórias sobre 

processos neuronais incluindo a funcionalidade e plasticidade sináptica (64). Além disso, o 

fator nuclear kappa B (NF-kB), responsável pela regulação da expressão de genes de citocinas 

pró-inflamatórias, também possui funções regulatórias sobre a neurogênese e sinaptogênese 

(65). Não obstante, a sinalização neuroimune inclui processos adicionais, como a capacidade 

de resposta de células gliais a neurotransmissores clássicos, como glutamato e monoaminas, e 

a hormônios, como os glicocorticoides (59).  

Considerando que a exposição ao estresse agudo ou crônico pode afetar o 

funcionamento cognitivo (66), hipóteses foram formuladas de que a sinalização neuroimune 

poderia estar mediando ou contribuindo para tais desfechos cognitivos (67). Em relação ao 

estresse no início da vida, evidências de estudos com humanos impulsionaram tal ideia, uma 

vez que alterações no funcionamento do sistema imune vêm sendo repetidamente 

documentadas em diferentes etapas do desenvolvimento decorrentes da exposição a 

adversidades na infância (68-70). Por exemplo, uma associação entre a negligência parental e 

um aumento dos níveis circulantes plasmáticos de citocinas pró-inflamatórias, como IL-6 e 

TNF-α, foi demonstrada, sugerindo que um “estado” inflamatório crônico pode aumentar as 

chances dos indivíduos expostos ao estresse precoce de desenvolverem transtornos 

neurocognitivos (71). Além disso, adultos com histórico de negligência infantil apresentam 

elevados níveis circulantes de células NK, CD4 e CD8, tanto em condições patológicas 

quanto na ausência de qualquer doença (72). 

A nível central, evidências derivadas de estudos com roedores demonstraram que a 

privação do cuidado materno neonatal aumenta a ativação de células gliais hipocampais, bem 

como elevando os níveis de expressão gênica de IL-1b e reduzindo a capacidade de 

consolidação de memórias de longo-prazo (73). Com o intuito de investigar os mecanismos 
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adjacentes ao efeito do estresse precoce sobre as alterações neuroimunes em células gliais, 

pesquisadores buscaram investigar o papel dos receptores do tipo Toll (TLR) (74). Os TLR 

são uma família de proteínas, em geral transmembrânicas, que fazem parte do sistema 

imunológico inato, sendo responsáveis pelo reconhecimento de patógenos e pela estimulação 

da resposta inflamatória. Deste modo, a ativação dos TLR pode gerar a ativação da via do NF-

kB, que consequentemente induz a expressão de citocinas pró-inflamatórias (75).  

Um considerável número de estudos documentou que a exposição ao estresse na 

adultez elicia a ativação de TLR, sobretudo do TLR-4, que é responsável pela detecção de 

bactérias gram-negativas (74, 76-78). Tais evidências dão suporte à ideia de que o estresse 

induz respostas neuroinflamatórias e que os TLR possuem um importante papel nesta relação. 

Além disso, um estudo recente demonstrou um aumento da expressão do TLR-4 no 

hipotálamo em camundongos adultos expostos a privação de cuidado materno na infância, 

particularmente nas células gliais residentes nesta região cerebral (79).  

Todavia, a investigação neuroimunológica do impacto do estresse precoce tem se 

restringido sobremaneira ao estudo do TLR-4, cujas principais funções referem-se à 

susceptibilidade a infecções bacterianas, buscando compreender como essa relação poderia 

interferir com o comportamento e/ou cognição. Ao contrário do TLR-4, o TLR-3 é 

principalmente expresso intracelularmente em células gliais e neuronais, onde atua como um 

sensor para RNAs de cadeia dupla, sendo estes produtos de vírus auto-replicantes (80). Deste 

modo, o TLR-3 possui um papel central na regulação das respostas imunes de defesa a 

infecções virais, e alterações na sinalização de TLR3 são associadas à vulnerabilidade para o 

desenvolvimento de transtornos neurocognitivos como a Esquizofrenia (81).  

Em células microgliais e astrócitos, a ativação do TLR-3 aumenta a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, um efeito que indiretamente diminui a expressão de receptores 

glutamatérgicos neuronais, prejudicando a consolidação de memórias de longo-prazo no 

hipocampo (82, 83). Além disso, os níveis de expressão de TLR-3 no mPFC correlacionam-se 

negativamente com a performance cognitiva de camundongos adolescentes (84). Tais 

evidências sugerem que o TLR-3 possui um papel importante sobre o processamento 

cognitivo, embora ainda pouco se saiba sobre os efeitos do estresse precoce em relação à 

sinalização neuroimune mediada pelo TLR-3. Assim, o estudo 2 desta tese investigou tal 

relação utilizando um modelo de separação materna do P2 ao P15 em camundongos recém-

nascidos. 
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1.2.6.  Justificativa e síntese dos estudos 

Como exposto, há uma série de estudos com humanos e outras espécies que já 

documentaram o impacto deletério da exposição a adversidades na infância sobre o 

desenvolvimento do sistema nervoso central e desempenho cognitivo. A pobreza e privação 

do cuidado materno são fatores associados a prejuízos cognitivos e alterações morfológicas 

cerebrais e em mecanismos de neuroplasticidade. Todavia, apesar das evidências disponíveis, 

algumas lacunas na literatura permanecem, particularmente sobre os efeitos da moradia 

empobrecida na infância sobre o processamento da avaliação do risco e suas bases 

neurobiológicas, bem como sobre os efeitos da privação do cuidado materno infantil e os 

efeitos sobre a sinalização neuroimune via TLR-3 e desfechos cognitivos associados (Figura 

1).  

Além disso, a investigação dos mecanismos epigenéticos no sistema nervoso central e 

sua relação com desfechos cognitivos e comportamentais é relativamente recente, e pouco se 

sabe sobre o papel de tais mecanismos em relação ao processamento da avaliação do risco e 

memória de trabalho. Assim, os estudos que compõem esta tese buscaram revelar os efeitos 

da exposição a adversidades na infância sobre desfechos comportamentais, moleculares e 

neuroepigenéticos, visando revelar novas informações em relação às alterações e 

consequências do estresse no início da vida sobre o desenvolvimento cerebral e cognitivo.  
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Figura 1. Visão geral dos estudos. Estudo 1 ilustrado na figura a esquerda. Estudo 2 ilustrado na figura a direita. 
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2. OBJETIVOS 
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ESTUDO 1 

2.1. Objetivo Geral 

Investigar o efeito da exposição a moradia empobrecida na infância sobre o 

processamento de avaliação do risco e mecanismos moleculares e epigenéticos corticais 

associados em camundongos adolescentes da linhagem C57BL/6. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

1) Investigar o efeito da moradia empobrecida na infância sobre o processamento de 

avaliação do risco em condições normais e em condições de busca por recompensa em 

camundongos adolescentes da linhagem C57BL/6; 

 

2) Investigar o efeito da moradia empobrecida na infância sobre comportamentos de 

ansiedade em camundongos adolescentes da linhagem C57BL/6; 

 

3) Investigar o efeito da moradia empobrecida na infância sobre a expressão gênica de 

Drd1, Drd2, Crf e Crfr1 no mPFC de camundongos C57BL/6 adolescentes; 

 

3) Investigar o efeito da moradia empobrecida na infância sobre os níveis plasmáticos 

de corticosterona (CORT) em camundongos C57BL/6 adolescentes; 

 

5) Correlacionar os níveis de expressão gênica com os desfechos comportamentais 

avaliados; 

 

6) Investigar o efeito da moradia empobrecida na infância sobre os níves de metilação 

das histonas H3K9 e H3R2, na região promotora dos genes candidatos supracitados, no mPFC 

de camundongos C57BL/6 adolescentes; 

 

7) Investigar o efeito do sexo sobre os objetivos específicos supracitados. 
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ESTUDO 2 

2.3. Objetivo Geral 

Investigar o efeito da privação do cuidado materno na infância e da ativação sistêmica 

de TLR-3 sobre a memória de trabalho e mecanismos moleculares corticais associados em 

camundongos machos adolescentes da linhagem BALB/c. 

 

2.4. Objetivos Específicos 

1) Investigar o efeito da privação do cuidado materno na infância e da ativação 

sistêmica de TLR-3 sobre a memória de trabalho e atividade locomotora em camundongos 

machos adolescentes da linhagem BALB/c; 

 

2) Investigar o efeito da privação do cuidado materno na infância e da ativação 

sistêmica de TLR-3 sobre a expressão gênica de Il6, Tnf, Nfkb1 e Tlr3 no mPFC de 

camundongos machos adolescentes da linhagem BALB/c; 

3) Correlacionar os níveis de expressão gênica com os desfechos comportamentais 

avaliados. 
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3. MÉTODOS 
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3.1. Considerações éticas 

Os estudos que compõem esta tese foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

animais (CEUA) da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), cujo 

número de registro é 15/00473. Além disso, os procedimentos foram realizados seguindo a 

Lei Arouca (n° 11.794/08) e o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals do National 

Institutes of Health (NIH, Estados Unidos). Os animais foram alimentados ad libitum com 

ração peletizada comercial para pequenos roedores (Nuvilab CR-1, Colombo, PR, Brasil). 

Com exceção dos períodos de restrição hídrica, os animais tiveram livre acesso a água em 

suas caixas-residência.  Após o desmame, os animais foram alocados em grupos de 2 a 4 por 

caixa de acordo com o sexo. As caixas-residência foram limpas uma vez por semana, sendo 

forradas com volume padronizado de maravalha. No término dos experimentos, os animais 

foram eutanasiados por deslocamento cervical.   

 

3.2. Amostra e delineamento experimental 

No estudo 1, a linhagem de camundongos utilizada foi a C57BL/6, pois são 

amplamente utilizados em estudos genéticos e trata-se de um excelente modelo para pesquisas 

relacionadas a comportamentos que envolvem busca por recompensa (85). Para a realização 

do estudo 1 foram necessárias 3 coortes de animais (Figura 2). A primeira coorte contou com 

30 mães prenhas que foram aleatoriamente destinadas a uma das duas condições 

experimentais após o nascimento da ninhada: moradia empobrecida na infância ou 

desenvolvimento padrão. Os filhotes foram utilizados para a investigação comportamental, 

neuroendócrina e molecular associada a avaliação do risco. Considerando o potencial efeito 

do sexo sobre os desfechos citados, o estudo 1 contou inicialmente com 4 grupos 

experimentais:  

 Camundongos machos adolescentes expostos a moradia empobrecida na infância 

(n=25);  

 Camundongos machos adolescentes com desenvolvimento padrão (n=25);  

 Camundongos fêmeas adolescentes expostas a moradia empobrecida na infância 

(n=25);  

 Camundongos fêmeas adolescentes com desenvolvimento padrão (n=25).  

 

A segunda coorte de animais contou com 10 mães prenhas que foram destinadas a 

condição experimental desenvolvimento padrão após o nascimento dos filhotes. Estes animais 
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foram utilizados para um estudo comportamental adicional comparativo entre o efeito da 

urina de coiote (n=14) e do odor de citronela (n=14) sobre o processamento de avaliação do 

risco. A terceira coorte contou com 12 mães prenhas que foram aleatoriamente destinadas a 

uma das duas condições experimentais citadas. Estes animais foram utilizados para os estudos 

moleculares ao longo do desenvolvimento (n=6 para cada uma das condições experimentais). 

No estudo 2, a linhagem de camundongos utilizada foi a BALB/c, pois são 

amplamente utilizados em estudos imunológicos. Para a realização deste estudo 18 mães 

prenhas foram aleatoriamente destinadas a uma das duas condições experimentais após o 

nascimento da ninhada: privação do cuidado materno ou desenvolvimento padrão (Figura 2). 

Estes animais foram utilizados para a investigação comportamental e molecular associada a 

performance de memória de trabalho. Além disso, com o intuito de investigar os efeitos da 

ativação imunológica via TLR-3 sobre o processamento cognitivo, os animais do estudo 2 

foram aleatoriamente destinados a uma das duas condições experimentais no final da 

adolescência: administração sistêmica do agonista de TLR-3 Poly (I:C), ou administração de 

solução salina. Deste modo, o estudo 2 contou com 4 grupos experimentais:  

 Camundongos machos adolescentes expostos a administração de Poly (I:C) e a 

privação do cuidado materno na infância (n=12);  

 Camundongos machos adolescentes expostos a administração de solução salina e a 

privação do cuidado materno na infância (n=11);  

 Camundongos machos adolescentes expostos a administração de Poly (I:C) e ao 

desenvolvimento padrão na infância (n=11);  

 Camundongos machos adolescentes expostos a administração de solução salina e ao 

desenvolvimento padrão na infância (n=10).  
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Figura 2. Linha do tempo dos experimentos. Estudo 1 coorte 1: após o nascimento das ninhadas, as mães foram 

randomizadas para uma das duas condições experimentais (Desenvolvimento Padrão ou Moradia Empobrecida), 

ao longo de 8 dias (P2-P9). Os animais foram desmamados no P22. Os animais realizaram o teste do LCE no 

P32, ao passo que iniciaram o protocolo de restrição hídrica (15 horas diárias) no P30. Os testes de preferência 

pela solução de leite condensado em relação a água foram realizados ao longo de 4 sessões (P36-P39). A 

habituação ao aparato do PORT com 3 compartimentos foi realizada no P40. As sessões de treino para coleta da 

recompensa foram realizadas do P43 ao P44. Os testes com maravalha neutra e com maravalha misturada com 

urina de coiote foram realizados no P46 e P47 respectivamente. Os animais foram eutanasiados no P47. Estudo 

coorte 2: procedimentos similares aos descritos para a coorte 1, porém esta coorte contou somente com animais 

expostos ao desenvolvimento padrão. Estudo 1 coorte 3: procedimentos similares a coorte 1 em relação ao 

tratamento pós-natal. Os animais não foram expostos a nenhuma manipulação comportamental e foram 

eutanasiados no P9, P21 e P47. Estudo 2: após o nascimento das ninhadas, as mães foram randomizadas para 

uma das duas condições experimentais (Desenvolvimento Padrão ou Privação do Cuidado Materno), ao longo de 

14 dias (P2-P15). Os animais foram desmamados no P22. Administração de Poly (I:C), um agonista de TLR-3, 

ou salina no P45, bem como ocorreu a realização do teste comportamental de memória de trabalho e eutanásia. 

P, dia pós-natal. LCE, labirinto em cruz elevado. PORT, predator-odor risk-taking.   
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3.3. Modelo de moradia empobrecida na infância 

O modelo de moradia empobrecida na infância utilizado no estudo 1 foi o limited 

bedding (15). Neste modelo, os animais eram transferidos após o nascimento (P2 ao P9) para 

uma caixa com recursos limitados para a construção do ninho. Esta caixa-residência continha 

uma malha de alumínio separando os filhotes e a mãe do fundo da caixa (aproximadamente 

2.5 cm acima do chão da caixa). Sobre a malha de alumínio, somente havia 1g de algodão 

como material utilizado pela mãe para a construção do ninho (Figura 3). Embaixo da malha 

de alumínio havia uma pequena quantidade de maravalha convencional para cobrir o fundo da 

caixa e conter os dejetos dos animais. Durante os 8 dias de realização do modelo de moradia 

empobrecida, a caixa residência não foi limpa, promovendo mínima manipulação dos 

animais. A partir do P9, a mãe e os filhotes foram alocados em uma nova caixa-residência 

preparada de acordo com as condições desenvolvimento padrão. As caixas-residência dos 

animais em condição desenvolvimento padrão, continham quantidade padronizada de 

maravalha e 4g de algodão, bem como não continham a malha de alumínio impedindo o 

contato dos animais com a maravalha. A maravalha e o algodão foram trocados no P16 e P21, 

para ambas as condições experimentais.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo de moradia empobrecida na infância (esquerda) e 

desenvolvimento padrão (direita).  

 

3.4. Modelo de privação do cuidado materno na infância 

Os animais do estudo 2, expostos a privação do cuidado materno, foram submetidos a 

um modelo de separação materna baseado em um protocolo previamente utilizado em estudos 

com camundongos (86, 87). Neste modelo, a partir do P2 até o P15, a ninhada inteira era 

separada da mãe durante um período de 3 horas diárias. Primeiramente, a mãe era retirada e 
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alocada em uma nova caixa-residência. Após, os filhotes eram alojados em caixas-residência 

com maravalha, que eram mantidas sobre uma manta térmica elétrica aquecida a temperatura 

média de 34°C, e interna de 28°C. Considerando que vocalizações ultra-som entre mãe e 

ninhada podem atenuar os efeitos da separação materna, o ambiente destinado à realização da 

separação materna foi em uma sala diferente da qual se encontrava a mãe. Após o período de 

3 horas de privação de contato com a mãe, os filhotes eram realocados na caixa-residência 

inicial com ninho e, em seguida, a mãe era alocada na caixa com sua ninhada.  

As ninhadas do grupo desenvolvimento padrão não sofriam nenhuma manipulação 

experimental, apenas aquelas necessárias para a troca e limpeza de caixa, realizadas 1 vez por 

semana. As caixas-residência de ambos os grupos continham maravalha e material de ninho 

em quantidade padronizada de acordo com o vivário. 

 

3.5. Análise do comportamento materno 

No estudo 1, o comportamento materno foi avaliado ao longo de 8 dias (P2-P9), em 

três momentos diários distintos (manhã, tarde e noite). Em cada avaliação (observação 

durante 18 minutos), os seguintes comportamentos maternos eram registrados a cada intervalo 

de 3 minutos, totalizando 7 registros por observação:  

 Amamentação; 

 Lambendo os filhotes; 

 Construção do ninho; 

 Contato com os filhotes; 

 Lambendo-se 

 Comendo/Bebendo 

 Sem interação com os filhotes. 

 

Posteriormente, os registros foram agrupados em comportamentos de cuidado 

(amamentação, lambendo os filhotes, construção do ninho, ou em contato com os filhotes) e 

não cuidado materno (lambendo-se, comendo/bebendo, ou sem interação), e a porcentagem de 

cuidado materno foi estimada (número de registros de comportamentos de cuidado materno / 

total de registros) (88). Além disso, durante as observações, o número de vezes que a mãe se 

ausentou do ninho foi registrado. 
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3.6. Análise do peso corporal 

No estudo 1, o peso corporal dos animais foi registrado no P9, P30 e P40.  

 

3.7. Teste comportamental de avaliação do risco 

O PORT é um protocolo comportamental que permite a investigação do 

processamento de avaliação do risco em condições de busca de recompensa e foi utilizado no 

estudo 1. No PORT, o estímulo reforçador utilizado é uma solução com 10% de leite 

condensado e 90% de água (29). Uma vez que o protocolo inclui o consumo de líquidos, foi 

necessária a realização de restrição hídrica ao longo de 15 horas diárias a partir do P30 até o 

último dia de testes (P47). Deste modo, as garrafas de água eram retiradas das caixas-

residência as 18 horas da noite, e somente recolocadas após o término da tarefa 

comportamental, que tinha início as 8 horas da manhã do dia seguinte.   

No P33, uma pequena tampa de tubo tipo Falcon contendo 2mls da solução de leite 

condensado foi alocada sobre a maravalha das caixas-residência dos animais, que tiveram 

acesso a solução ao longo de 2 dias. Este procedimento buscou diminuir as chances dos 

camundongos de desenvolverem fobia a novidade, no caso a solução de leite condensado, 

uma vez que o primeiro contato com o estímulo ocorreu na caixa-residência dos animais.   

A partir do P36 até o P39, os animais realizaram as sessões de aquisição e teste para 

preferência de consumo da solução de leite condensado. Estas sessões foram realizadas em 

caixas de campo aberto (dimensão: 30cm de comprimento, 30cm de largura, 30cm de altura) 

que continham 2 tampas de tubo tipo Falcon, uma contendo a solução doce e a outra contendo 

somente água. Os animais permaneciam nas caixas de campo aberto ao longo de 15 minutos. 

O lado de alocação de cada tampa foi randomizado entre as 4 sessões. Antes e após cada 

sessão, os recipientes foram pesados para determinar o consumo de cada líquido e o volume 

total consumido. A preferência pela recompensa foi calculada pela divisão do volume de leite 

condensado consumido pelo volume total de ambas as soluções consumidas em cada dia. Os 

animais que não apresentaram o mínimo de 60% de preferência pelo consumo da solução de 

leite condensado em relação ao consumo de água, foram excluídos do estudo. Nesse sentido, 

±30% dos animais não apresentaram preferência mínima, e não houveram diferenças entre os 

grupos de machos e fêmeas expostos e não expostos a moradia empobrecida na infância em 

relação a este parâmetro (x
2
 = 0.95; p = 0.81). 

Em seguida, no P40, os animais foram habituados ao aparato PORT, sendo colocados 

no centro do compartimento, com as portas abertas, permitindo o animal explorar os três 
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compartimentos durante um período de 20 minutos. O aparato do PORT é uma caixa de 

acrílico dividida em três compartimentos iguais, cada qual com 30cm de largura, 30cm de 

comprimento e 30cm de altura. Aberturas de 5cm de largura por 5cm de altura permitiam a 

passagem dos animais entre os compartimentos. Durante a habituação e nas demais sessões 

(treino e teste), o compartimento central era forrado com maravalha (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Aparato do paradigma PORT. Neste exemplo a solução de leite 

condensado esta situada no compartimento direito, embora haverá randomização 

em relação a localização da recompensa. Start chamber, compartimento inicial. 

Middle chamber, compartimento central contendo maravalha. Reward chamber, 

compartimento que contêm a recompensa.  

 

No P42 e P43, foram realizadas as sessões de treino para coleta da recompensa. Cada 

animal realizou oito trials, sendo 4 trials por dia. Em cada trial o animal foi alocado em um 

dos compartimentos laterais (“início”), com as portas abertas, permitindo-o explorar os três 

compartimentos e consumir a solução de leite condensado (40ul) situada na câmera oposta. A 

direção do percurso que os animais realizaram para obter a recompensa foi randomizada entre 

os animais, porém, tal direção permaneceu a mesma para cada animal ao longo dos trials. 

Após o animal obter a recompensa, ele era alocado em sua caixa-residência novamente, a 

espera do próximo trial (aproximadamente 5 minutos de espera). A latência para coletar a 

recompensa a partir do início de cada trial, e o tempo de exploração do compartimento central 

antes do animal adentrar o compartimento da recompensa, foram registrados. 

Os testes do PORT (P46 e P47) foram realizados de forma semelhante ao treino. Os 

animais foram alocados no compartimento inicial, com as portas abertas, e o término do trial 

ocorreu quando o animal consumiu a solução de leite condensado no compartimento oposto. 

No P46, o trial de teste ocorreu de forma idêntica aos trials de treino, uma vez que o 
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compartimento central era forrado somente com maravalha. Entretanto, para o teste final 

(P47), a maravalha alocada no compartimento central foi misturada com 2mls de urina de 

coiote, com o intuito de gerar um ambiente de incerteza e risco para o camundongo, associado 

a pistas olfativas de um predador. A latência para coletar a recompensa a partir do início de 

cada trial, e o tempo de exploração do compartimento central antes do animal adentrar o 

compartimento da recompensa, foram novamente registrados. Após as sessões de preferência, 

treino e teste, os animais tiveram acesso livre a água. Além disso, todos as fêmeas 

encontraram-se no período de diestro em relação ao ciclo menstrual no dia do teste final. 

 

3.8. Teste comportamental de avaliação da ansiedade 

O comportamento do tipo ansioso foi investigado por meio do Labirinto em Cruz-

Elevado (LCE) no P32 dos animais que participaram do estudo 1. A justificativa para 

investigação de ansiedade é devido a possibilidade desta afetar a avaliação do risco e o 

desempenho nos testes do paradigma PORT. No LCE os animais foram colocados em um 

labirinto (30cm do chão) com dois braços abertos (dimensão: 25cm de comprimento, 5cm de 

largura e 0.5cm de altura) e dois braços fechados (dimensão: 25cm de comprimento, 5cm de 

largura e 15cm de altura). O comportamento ansioso foi investigado pela preferência do 

animal pelos braços fechados, que são vistos pelo roedor como ambientes mais seguros em 

relação aos braços abertos. Deste modo, os animais foram alocados no centro do aparato no 

teste e o tempo de exploração dos braços abertos, braços fechados e no centro do labirinto foi 

registrado ao longo de 5 minutos. Além disso, foram registrados o número de vezes que o 

animal realizou os seguintes comportamentos de avaliação do risco: 1) mergulho de cabeça 

(head dipping) quando o animal se encontrava sobre os braços abertos ou no centro do 

labirinto; 2) quando o animal se erguia e retirava as patas dianteiras do chão (rearing) 

encontrava-se sobre o centro do labirinto. 

 

3.9. Teste comportamental de memória de trabalho 

Os animais do estudo 2 foram testados em uma tarefa de memória de trabalho espacial 

em um labirinto em forma de Y (dimensão: 25cm de comprimento, 7.5cm de largura, e 7.5cm 

de altura) no P45. Esta tarefa avalia a preferência pela novidade baseando-se na tendência 

natural que os camundongos apresentam para explorar ambientes novos em relação à 

ambientes familiares. Desta forma, o teste possui duas fases, o pré-teste e o teste. No pré-

teste, somente 2 dos 3 braços do labirinto encontravam-se abertos para o animal explorar ao 
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longo de 5 minutos. Ao término do pré-teste, o animal era retirado do labirinto e alojado em 

uma caixa-residência individual por 1 minuto. Após esse curto intervalo, o animal era re-

colocado no labirinto, que agora apresentava os 3 braços abertos para exploração ao longo de 

2 minutos. O tempo de exploração dos 3 braços foi registrado e o índice de desempenho de 

memória de trabalho foi calculado com a seguinte fórmula: [(Tempo gasto no braço 

novo/Tempo gasto em todos os braços)*100]. Além disso, a distância percorrida no aparato 

foi utilizada como uma medida de atividade locomotora espontânea. A ordem de braços 

fechados e abertos foi randomizada entre os animais. Durante a realização do pré-teste e do 

teste, o chão do labirinto foi forrado com um volume de maravalha padronizado, e esta era 

trocada após o término de ambas as sessões para cada animal.  

  

3.10. Administração de agonista de TLR-3 

Cinco horas antes da realização do teste de memória de trabalho, os animais do estudo 

2 foram pesados e em seguida administrados com uma dose única de 7.5mg/kg de Poly (I:C), 

ou solução salina, por via intraperitoneal. A dose utilizada é considerada baixa/moderada para 

camundongos de acordo com estudos anteriores (89), mas é capaz de induzir alterações 

imunológicas e comportamentais associadas a fenótipos de depressão.     

 

3.11. Coleta de tecido cerebral 

Os animais do estudo 1 foram eutanasiados 3 horas após a realização do teste final do 

PORT. Os animais do estudo 2 foram eutanasiados 6 horas após a administração de Poly (I:C) 

ou solução salina. Após o deslocamento cervical, os encéfalos foram rapidamente retirados e 

colocados sobre papel alumínio em uma placa de Petri rodeada de gelo. Imediatamente após a 

remoção, o cérebro foi dissecado e o tecido do mPFC extraído e colocado em tubos de 0.5ml, 

que foram rapidamente alocados em um isopor com gelo seco. Posteriormente os tecidos 

foram congelados em -80°C. 

 

3.12. Análise de expressão gênica 

Para isolar o RNA do tecido do mPFC (n=6 por grupo experimental), um protocolo 

comercial de TRIzol (Invitrogen) e clorofórmio segundo indicações do fabricante, foi 

utilizado. A pureza da extração e a concentração de RNA foram quantificadas 

espectrofotometricamente, calculando-se a razão entre os valores de absorbâncias a 260nm e 

280nm. A síntese de cDNA a partir do RNA isolado foi realizada utilizando-se o kit miScript 
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II RT HiFlex Buffer (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. As reações de PCR 

em tempo real foram realizadas no equipamento Rotor Gene (Qiagen). Os dados derivados 

dos ensaios de PCR em tempo real foram analisados por meio do método delta-delta ct, 

utilizando os dados derivados do grupo de animais fêmeas com desenvolvimento padrão 

como referência. 

No estudo 1, os primers para análise da expressão dos genes dopaminérgicos foram 

adquiridos comercialmente (IDT) de acordo com as seguintes sequências:  

 Drd1: Forward - ATGGCTCCTAACACTTCTACCA;  

 Drd1: Reverse - GGGTATTCCCTAAGAGAGTGGAC;  

 Drd2: Forward - ACCTGTCCTGGTACGATGATG; 

 Drd2: Reverse - GCATGGCATAGTAGTTGTAGTGG.  

 

Os primers para análise da expressão dos genes corticotrofinérgicos foram adquiridos 

comercialmente pela Qiagen, de acordo com os seguintes códigos:  

 Crf (QT0029389);  

 Crfr1 (QT00106232).  

 

No estudo 2, os primers para análise da expressão dos genes inflamatórios foram 

adquiridos comercialmente (IDT) de acordo com as seguintes sequências:  

 Il6: Forward - CCCCAATTTCCAATGCTCTCC;  

 Il6: Reverse – GACCACAGTGAGGAATGTCCA; 

 Tnf: Forward - CCTGTAGCCCACGTCGTAG; 

 Tnf: Reverse – GGGAGTAGACAAGGTACAACCC; 

 Tlr3: Forward - GTGAGATACAACGTAGCTGACTG; 

 Tlr3: Reverse - TCCTGCATCCAAGATAGCAAGT.  

 

O primer utilizado para análise da expressão de Nfkb1 foi adquirido comercialmente 

pela Qiagen, de acordo com o seguinte código: QT00154091. 

Para ambos os estudos, a expressão do gene Pgk foi utilizada como housekeeping para 

as análises de expressão gênica. O primer do Pgk foi adquirido comercialmente (IDT), de 

acordo com a seguinte sequência:  

 Pgk: Forward – TGCACGCTTCAAAAGCGCACG;  

 Pgk: Reverse – AAGTCCACCCTCATCACGACCC. 
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3.13. Análise de modificações de histonas 

Os ensaios de imunoprecipitação de cromatina foram realizados para avaliar a 

associação entre modificações de histonas a uma determinada região do DNA, 

particularmente no estudo 1. Primeiramente 2 tecidos do mPFC foram agrupados de acordo 

com cada grupo experimental (10 tecidos de mPFC por condição experimental resultaram em 

5 amostras por grupo), e macerados em PBS. Em seguida, as amostras foram fixadas em 

formaldeído 1% (5 minutos). A fixação foi interrompida com a adição de glicina (0.125M) 

por 10 minutos. Posteriormente, o complexo proteico e de DNA foi sonicado (5 pulsos a 90% 

de intensidade durante 15 segundos) para gerar fragmentos de cromatina com um 

comprimento entre 200 pares de bases a 1000 pares de bases. A cromatina foi 

imunoprecipitada usando anticorpos específicos (2ug de anticorpo para cada amostra) 

associados a beads magnéticas para cada histona durante 14 horas a 4°C. Após a precipitação, 

2 lavagens em um tampão com um nível baixo de sal e mais 2 lavagens em um tampão com 

altos níveis de sal foram realizadas. Os complexos proteína-DNA precipitados foram 

separados do anticorpo com SDS 1% e NaHCO3 0.1M, durante uma incubação a 60°C por 5 

horas. Em seguida, a digestão com proteinase K a 56°C (4 horas) foi realizada para eliminar 

as proteínas da cromatina, e o DNA genômico foi extraído com clorofórmio e precipitação 

com etanol. Os resultados das reações de PCR em tempo real utilizando amostras de DNA 

imunoprecipitadas, foram relativizados aos resultados de amostras sem 

tratamento/precipitação (input sample). Além disso, os resultados foram analisados por meio 

do método delta-delta ct, utilizando os dados derivados do grupo de animais fêmeas com 

desenvolvimento padrão como referência. 

  Os seguintes primers foram utilizados para investigar as modificações de histonas 

associadas a região promotora do gene Crfr1: 

 Região acima do ponto de início da transcrição (200 pares de bases): Forward 

– GGTGAACCTCCTGGATGGC;  

 Região acima do ponto de início da transcrição (200 pares de bases): Reverse – 

GCAGGCAGCCTTTCTTCTCT;  

 Região após o ponto de início da transcrição (200 pares de bases): Forward – 

GGCGCCTGGGAGCAG;  

 Região após o ponto de início da transcrição (200 pares de bases): Reverse – 

 CTTCACGAGCCGGAGCTG. 
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Os seguintes anticorpos (Abcam) previamente validados para ensaios de 

imunoprecipitação de cromatina foram utilizados: 

 AB194684-Anti-Histone H3 (Symmetric Di Methyl R2); 

 AB8898-Anti-Histone H3 (Trimethyl K9). 

 

3.14. Análise dos níveis de CORT 

Os níveis sanguíneos de CORT foram avaliados 30 minutos após a realização do teste 

final do PORT, particularmente no estudo 1 (n=8 por condição experimental). Um total de 5ul 

de plasma foram utilizados para as análises realizadas com o kit de ELISA Corticosterone 

Enzyme Immunoassay (Arbor Assays), de acordo com as instruções do fabricante. A 

densidade óptica foi analisada no comprimento de onda de 450nm em um leitor de ELISA, e 

posteriormente transformadas em concentração (pg/mL) por meio da interpolação dos dados 

relativos a curva padrão.   

 

3.15. Análise estatística dos dados 

No estudo 1, as comparações entre 2 condições experimentais foram realizadas por 

meio do teste t não-pareado. As comparações entre 3 ou 4 condições experimentais (dados do 

LCE, níveis de CORT, expressão gênica) foram realizadas por meio de análises de variância 

(ANOVAs) de uma via. Os dados derivados do PORT foram analisados por meio de 

ANOVAs de medidas repetidas, com o fator teste (ausência de odor X urina de coiote) e o 

fator grupo (moradia empobrecida X desenvolvimento padrão), para cada sexo 

individualmente. As ANOVAs foram seguidas de testes post-hoc de Tukey. A análise de 

correlação de Pearson foi utilizada para avaliar a associação entre dados comportamentais e 

de expressão gênica. 

No estudo 2, as comparações entre grupos foram realizadas por meio de ANOVAs, 

seguidas de testes post-hoc de Tukey. Em ambos os estudos os dados foram analisados em 

relação a sua distribuição por meio do teste de Shapiro Wilk, o que revelou normalidade na 

distribuição de todas as variáveis estudadas. As análises foram realizadas no software SPSS, 

com valores de 5% para alpha e 20% para beta. As representações gráficas dos dados (média e 

erro padrão) foram realizadas no software Graphpad Prism. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 
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Desde a década de 1950, sabe-se que o cérebro de espécies mamíferas, como seres 

humanos e roedores, continuam a se desenvolver após o nascimento, e esse processo é o 

resultado de complexas interações entre fatores genéticos e ambientais (90). Este sistema 

cerebral “aberto a experiência” tem efeitos profundos no desenvolvimento cognitivo e 

emocional, visto que o sistema nervoso pode ser moldado para se adequar aos diversos 

ambientes nos quais ocorrem o desenvolvimento (91). No entanto, a alta plasticidade cerebral 

existente no início da vida torna o período inicial pós-natal um dos momentos mais críticos, uma 

vez que as experiências e vivências que ocorrem neste momento possuem uma maior saliência e 

impacto sobre o desenvolvimento do sistema nervoso (90, 92). As perturbações ambientais, 

especialmente aquelas aberrantes e de longa duração, podem interromper trajetórias de 

desenvolvimento tidas como normais ou típicas, e alterar uma via de desenvolvimento cerebral 

que resulte, posteriormente, em um perfil cognitivo ou emocional característico de doenças 

neurocognitivas como os transtornos mentais (93, 94).  

Ainda que muitos estudos tenham buscado compreender o efeito dos fatores ambientais 

sobre o desenvolvimento cerebral (91, 94-98), tal tema segue sendo relevante e atual 

considerando a complexidade dos diversos fenótipos associados ao impacto de experiências 

ambientais, bem como tendo em vista a complexidade dos sistemas neurobiológicos que podem 

ser afetados devido a exposição a experiências ambientais adversas no início do 

desenvolvimento. A compreensão de alguns dos processos neurobiológicos que sofrem 

alterações decorrentes de fatores ambientais adversos e o surgimento de fenótipos cognitivos 

associados a transtornos neuropsiquiátricos, particularmente no período da adolescência, foi o 

principal objetivo desta tese, e para isso, dois modelos animais de estresse precoce em 

camundongos foram utilizados.  

Com os estudos realizados, conclui-se que a exposição a ambientes adversos no início da 

vida pode produzir alterações cognitivas e neurobiológicas envolvidas na etiologia de transtornos 

mentais. Contudo, ainda que tais resultados aqui apresentados tenham gerado inéditas 

contribuições para o estudo do impacto do estresse precoce sobre o desenvolvimento do sistema 

nervoso, salienta-se que tais contribuições são somente pequenas peças de uma rede complexa de 

fatores envolvidos nesta relação. Estudos futuros são extremamente necessários para a translação 

destes, e outros achados pré-clínicos, em estratégias de prevenção e em intervenções eficazes na 
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reversão dos efeitos deletérios de experiências adversas precoces antes que estas atinjam 

significado clínico. 

4.1. A exposição a moradia empobrecida na infância produz prejuízos na avaliação 

de risco e é associada a alterações na expressão de Crfr1 no mPFC de camundongos fêmeas 

adolescentes 

Os dados derivados do estudo 1 demonstraram que a exposição a moradia empobrecida 

na infância resultou em alterações comportamentais e neurobiológicas em fêmeas adolescentes, 

enquanto que os animais machos não apresentaram alterações decorrentes de tal exposição. O 

fenótipo cognitivo e comportamental observado nas fêmeas expostas a pobreza na infância foi de 

maior impulsividade e menor avaliação do risco em situações de busca de recompensa, ao passo 

que estes animais também apresentaram maiores níveis de comportamentos de ansiedade. Este 

perfil comportamental foi associado a alterações neuroendócrinas e a um efeito a nível 

epigenético de regulação da expressão cortical de Crfr1, indicando um importante papel deste 

gene sobre a relação entre pobreza na infância e alterações cognitivas em fêmeas adolescentes.  

Estes resultados possuem implicações importantes no entendimento das bases 

neurobiológicas do impacto de ambientes adversos no desenvolvimento, assim como para o 

entendimento da etiologia neuromolecular de doenças as quais o estresse pós-natal é fator de 

risco. O perfil cognitivo evidenciado no estudo 1 aponta para uma vulnerabilidade ao 

desenvolvimento de transtornos mentais aditivos, nos quais as alterações em processos 

cognitivos de julgamento e tomada de decisão e altos níveis de impulsividade são características 

marcantes, como no caso da dependência de álcool e outras drogas (22, 99, 100). Não obstante, 

estudos observacionais com humanos já documentaram a importante associação entre baixo nível 

socioeconômico, pobreza na infância, e um maior risco para o desenvolvimento de dependência 

química (8, 101). Além disso, evidências prévias do nosso laboratório de pesquisa apontam para 

variantes genéticas no gene Crfr1 como marcas moleculares críticas da associação entre 

experiências adversas na infância e dependência de cocaína/crack em mulheres (102). Além 

disso, já identificamos alterações nos processos de julgamento e tomada de decisão sobre o risco 

em mulheres depentendes de crack (103, 104). 

Outro ponto importante refere-se ao efeito epigenético observado no mPFC dos animais 

fêmeas expostas a moradia precária. A modificação de histona H3R2me2s é uma marca 

epigenética recentemente revelada (105), o que implica em uma escassez de dados sobre este 
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mecanismo epigenético em estudos neurocientíficos. O laboratório do professor Timothy Bredy, 

no qual o presente aluno realizou um período de treinamento de 12 meses ao longo do doutorado, 

foi o primeiro laboratório a publicar um estudo documentando o papel da modificação 

H3R2me2s em relação ao processamento cognitivo. Especificamente, o estudo de Li e 

colaboradores (106) demonstrou que esta marca epigenética é associada a uma persiste e 

duradoura abertura da cromatina na região promotora do gene Gphn no mPFC, particularmente 

durante e após o processo de consolidação de memórias de extinção do medo. O estudo 1 desta 

tese apresenta a primeira evidência de que esta marca epigenética também esta possivelmente 

implicada com a base molecular de outros processos cognitivos, como a avaliação do risco, e de 

que o estresse precoce pode afetar a funcionalidade deste mecanismo epigenético.  

A região cerebral do mPFC foi o alvo estrutural do estudo 1, demonstrando que a 

exposição a moradia empobrecida na infância resultou em uma trajetória desenvolvimental 

distinta do sistema corticotrofinérgico cortical. Dois pontos importantes devem ser considerados 

em relação a estes resultados: 1) o mPFC vem sendo constantemente associado a diferenças entre 

os sexos em relação a etiologia e perfil clínico de usuários de drogas, sugerindo que o sistema 

corticotrofinérgico pode estar implicado no entendimento e apreensão de dados de neuroimagem 

previamente publicados (107-109); 2) o mPFC é considerado uma das regiões mais suscetíveis e 

“plásticas” aos efeitos decorrentes do estresse precoce, visto que uma série de correlatos 

comportamentais detectados posteriormente, como prejuízos em funções executivas, memória de 

trabalho, julgamento e tomada de decisão, estão fundamentalmente relacionados com a 

funcionalidade desta região cerebral (96, 110, 111). Nosso laboratório, inclusive, já demonstrou 

o efeito do estresse precoce sobre a expressão gênica do fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF), evidenciando associações entre os níveis de BDNF no mPFC e a consolidação de 

memórias contextuais envolvidas ao efeito da cocaína (112). Sendo assim, de um modo geral o 

estudo 1 revelou um novo perfil cognitivo decorrente da exposição a ambientes adversos na 

infância que ainda não tinha sido documentando e explorado da forma como o foi na presente 

tese, sobretudo pela aplicação de um paradigma comportamental (PORT) que foi recentemente 

apresentando a comunidade neurocientífica, e pela investigação de possíveis diferenças entre os 

sexos, uma variável que é frequentemente negligenciada em estudos pré-clínicos. 

Do ponto de vista de perspectivas futuras, o legado do estudo 1 aponta para o potencial 

promissor de intervenções que tenham como alvo a funcionalidade do CRFR1, especialmente em 
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populações vulnerabilizadas pelos efeitos do estresse precoce em relação ao desempenho de 

funções cognitivas dependentes do mPFC. Diversas são as evidências de estudos pré-clínicos que 

apontam os efeitos terapêuticos do tratamento com antagonistas farmacológicos de CRFR1 (36, 

37, 40, 113), seja por administração sistêmica ou intracerebroventricular, em processos 

cognitivos e comportamentais associados a diversas doenças neuropsiquiátricas. Nesse sentido, 

alguns estudos clínicos já estão sendo desenvolvidos para testar o potencial translacional das 

evidências produzidas por estudos pré-clínicos, em relação a eficácia e efetividade do uso de 

medicamentos que antagonizam o CRFR1 no tratamento de pacientes neuropsiquiátricos (114). 

 

4.2. A neuroinflamação aguda provocada pela ativação sistêmica de TLR-3 exacerba 

os prejuízos de memória de trabalho induzidos pelo estresse precoce em camundongos 

adolescentes 

Os dados derivados do estudo 2 demonstraram que a ativação sistêmica de TLR-3 

exacerbou os prejuízos de memória de trabalho decorrentes da exposição a privação do cuidado 

materno, e este efeito correlacionou-se aos níveis de expressão de Nfkb1 no mPFC. Este estudo 

forneceu evidências adicionais para apoiar a ideia de que o estresse precoce é um importante 

fator de risco para o desenvolvimento de prejuízos cognitivos e de que uma via possível 

envolvida com este fenótipo é através de sinalização neuroinflamatória (115). Além disso, o 

estudo 2 aponta para o potencial promissor de intervenções que enfoquem a regulação da 

resposta neuroimune, como no caso de tratamentos anti-inflamatórios, para a reversão ou 

prevenção de fenótipos cognitivos produzidos pelo estresse precoce.  

Contudo, diferentemente do estudo 1, que está em preparação para submissão, 

experimentos adicionais estão sendo planejados com o intuito de testar hipóteses de intervenção 

referentes aos dados apresentados no estudo 2. O bloqueio da tradução do mRNA do Nfkb1 no 

complexo proteico NF-kB momentos antes da ativação sistêmica do TLR-3, especificamente no 

mPFC, será testada com o intuito de prevenir a exacerbação dos prejuízos de memória de 

trabalho identificados nos animais expostos ao estresse precoce. Para isso, o nosso laboratório 

recentemente adquiriu um equipamento estereotáxico para camundongos, o que irá viabilizar o 

estudo de intervenções e manipulações direcionadas para circuitos e regiões cerebrais 

específicas, como o mPFC. Além disso, um oligonucleotídeo antisense para o gene Nfkb1, cuja 

função é inibir a tradução de uma proteína alvo, foi recentemente desenvolvido e adquirido por 
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nosso laboratório. Deste modo, o oligonucleotídeo antisense irá se ligar ao mRNA de Nfkb1, 

recrutando mecanismos moleculares de degradação do RNA, impedindo o processo de tradução 

(116). 

Além disso, outras intervenções farmacológicas estão sendo projetadas para dar 

continuidade ao estudo 2. Um exemplo refere-se ao uso de bloqueadores do sistema 

angiotensinérgico, cujos achados de estudos pré-clínicos são extremamente promissores em 

relação ao potencial anti-inflamatório e anti-oxidante destes agentes, inclusive reduzindo a 

atividade da sinalização de NF-kB em células gliais (117). Por fim, também foi projetado uma 

investigação do perfil neuroepigenético associado a regulação da expressão gênica de Nfkb1, que 

irá buscar um aprofundamento dos dados dos níveis de mRNA identificados até aqui. 
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Abstract  

In this study, we investigated the effects of impoverished housing conditions during early life on 

risk assessment (RA) of adolescent male and female mice. RA was investigated using a 

behavioral paradigm that explores the conflict between two biologically relevant stimuli: the 

motivation to consume a sweet and highly palatable solution while being threatened by predatory 

olfactory cues. We found increased anxiety-like behavior, increased HPA axis response to stress 

and impaired RA processing in female adolescent mice, with no effect in males. These sex-

specific effects were associated with increased Crfr1 mRNA expression in the medial prefrontal 

cortex (mPFC), which correlated with an increase in the occupancy of the histone mark 

H3R2
me2s

, a histone modification known to be involved in transcriptional activation and 

epigenetic priming, within the promoter of the Crfr1 gene. These findings indicate a potent effect 

of early life poverty on RA in adolescent female mice, which could be detrimental for cognitive 

performance in potentially dangerous situations, and suggest that the epigenetic priming of the 

Crfr1 gene may represent a critical factor mediating the relationship between early life stress and 

altered cognitive processing later in life in females. 

 

Key words: Poverty, Early life stress, Decision-making, Risk-assessment, anxiety, epigenetics. 
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1. Introduction 

Economic inequality is a socio-political phenomenon that still offer unique challenges for 

global public health (1). Low-income populations often present counterproductive behaviors, 

such as less use of preventive health care (2), while they are more exposed to several risk factors 

for both physical and mental illnesses (3, 4). A key mediator factor on the association between 

low socioeconomic status and negative life outcomes refers to the influence of poverty on 

judgment and decision-making (5, 6). For example, individuals with a poverty background 

frequently expose themselves to adverse life events regardless of potentially long-term negative 

consequences (7), due to altered risk-assessment (RA) and greater difficulties in the processing 

of gains and losses (6). RA is a dynamic cognitive process that involves the acquisition of 

environmental information in potentially dangerous situations that, ultimately, optimize the most 

adaptive behavioral strategies depending on latent positive or negative outcomes (8).  

Given the fundamental role of early life experiences on brain development and plasticity, 

poverty-induced cognitive impairments are even more critical during childhood (9). For instance, 

an MRI longitudinal study showed that low-income children had lower gray matter volume in the 

frontal lobe, and such effect explained 16% of the differences in cognitive ability among toddlers 

(10). In this sense, children raised in poor environments often have a later maturation of  

executive functions (11), and an earlier onset of risk-taking behaviors (6). These consequences 

are suggested to prime such vulnerable population for the development of several 

neuropsychiatric illnesses during adolescence and young adulthood, particularly impulsive and 

addictive disorders (7, 12).  

The medial prefrontal cortex (mPFC) has a key contribution for behavioral control, risk 

perception and reward processing (13, 14). In particular, dopaminergic neurotransmission 

through D1 and D2 receptors modulate neuronal inputs between the mPFC and the ventral 

striatum during reward processing, while the mPFC-amygdala dopaminergic transmission has an 

important role in the encoding of aversive events (15). Evidence indicates that pharmacological 

blockade of D1 or D2 receptors in the mPFC could hinder RA processing through alterations in 

risk or reward sensitivity (15, 16). In addition to dopaminergic neurotransmission, corticotrophin 

releasing factor (CRF) is also involved in RA (17), particularly with respect to the influence of 

stress on reward sensitivity (18), as well as risk-seeking approach or avoidance (19). For 

example, the blockade of the CRF receptor type 1 (CRFR1) reverses stress-induced cognitive 
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and executive impairments (20). Furthermore, Crfr1 gene expression in the mPFC correlates 

with risk-avoidance behaviors following predator odour exposure in rodents (21).  

Dopaminergic and corticotrophinergic signaling in the mPFC therefore represent good 

candidates for an investigation into the effects of early life poverty on RA. However, because 

very few preclinical studies have analyzed such association, findings regarding how RA is 

altered by early life adversity are limited. Furthermore, emerging evidence supports the idea that 

the transcription of dopaminergic and corticotrophinergic genes is regulated through the activity 

of epigenetic mechanisms that can act as a rheostat, serving to turn up or turn down levels of 

gene expression in response to rapidly changing environmental demands (22, 23). More recently, 

it has been shown that epigenetic mechanisms can also prime genes for responsivity to future 

events (24), and that the early postnatal environment has a crucial role on the corresponding 

changes in DNA or histones that is accompanied by gene expression and enduring behavioral 

phenotypes (25). Therefore, the study of the epigenetic landscape is also of particular interest 

since it has been implicated in the neurobiology of a variety of cognitive processes (26).     

Here, using a mice model of impoverished housing during early infancy, we investigated 

the effects of early life poverty on adolescent RA processing. We utilized the predator-odor risk-

taking (PORT) task for the investigation of RA (27), which explores a conflict between two 

biologically relevant stimuli for rodents: the motivation to consume a sweet and highly palatable 

solution while being threat by predatory olfactory cues. Since previous studies highlighted sex 

differences in decision-making and risk-taking processes (19, 28), we aimed to extend these 

findings with an investigation the performance of both adolescent male and female mice in the 

PORT task following early life adversity. In order to determine to what extent the dopaminergic 

and corticotrophinergic signaling may account for the effects of poverty and sex in RA 

processing, we measured gene expression levels of Drd1, Drd2, Crf and Crfr1 in the mPFC.  

Finally, histone acetylation/deacetylation and methylation of specific lysine residues on 

nucleosomal histone proteins (i.e., H3-K9) within promoter regions are ways that chromatin 

remodeling can influence gene transcription. In particular, modifications of histone H3 in the 

mPFC has been associated with the effects of stress and fear on cognition (29). Therefore, we 

also investigated the levels of H3K9me3, a histone mark associated with transcriptional 

repression, and the levels of H3R2me2s, a histone mark associated with gene expression, within 

the promoter region of behaviorally relevant candidate genes. 
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2. Methods 

2.1. Animals 

This study was performed with male and female C57BL/6 mice. All animals were housed 

under a 12 h/12 h light–dark cycle in ventilated Plexiglas cages with temperature maintained at 

21 ± 1 °C. Food and water were available ad libitum, with the exception when animals 

underwent water restriction for PORT behavioral training and testing. Mice were weighted at the 

postnatal day (P) 9, P30 and P40. The experiments were conducted in accordance with the NIH 

laboratory animal care guidelines and approved by the Ethical Committee on the Use of Animals 

of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul, Brazil. All behavioral testing were 

conducted in the light phase of the light-dark cycle, with luminosity at the level of 75 lux. 

 

2.2. Mice model of impoverished housing during early infancy 

The experimental design and timeline of all behavioral experiments are depicted in figure 

1. Single-housed pregnant females (n=30) were visually checked daily for the presence of pups. 

Following birth, dams and litters were randomly assigned to one of two groups: standard rearing 

control condition or impoverished housing (30). From P2 to P9, standard rearing dams and litters 

were placed in cages with standard amounts of wood shavings and 4g of cotton as nesting 

material. Therefore, dams shredded the cotton to create an ample nest area for standard rearing 

pups. Dams assigned to impoverished housing conditions had reduced amount of nesting 

material (1g of cotton) for the period of 8 days (P2-P9). Moreover, the cage floor was covered 

with an aluminum mesh platform, and wood shavings were placed underneath it. Thus, while 

mouse droppings could fall below the platform without trapping the pups, impoverished housing 

dams could not reach the wood shavings. Following P9, impoverished housing dams and litters 

were allocated into new cages prepared according with standard rearing control conditions. Both 

groups were left completely undisturbed from P2 to P22, except for regular cage changes (fresh 

wood shavings and nesting material) at P9, P16 and P21. All pups were weaned at P22 and 

remained together with their same-sex littermates (2 or 4 animals per cage), under standard 

housing conditions. 

 

2.3. Maternal behavior analysis 
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Previous evidence showed that limited nesting material following birth is associated with 

altered maternal behaviors of the mouse dam toward pups (30). Therefore, observations of 

maternal behavior (n=10 per group) were conducted from P2 to P9. The observations were 

conducted seven times over a period of 18 min (0, 3rd, 6th, 9th, 12th, 15th and 18th min) and 

were performed during three shifts of the day – 9 a.m., 3:30 p.m., and 7:15 p.m. The frequency 

of behaviors evaluated were nursing (N), licking pups (L), breastfeeding pups (B), contact with 

pups (C), no interaction with pups (X) and eating/drinking (E) (31). The behaviors N, L, B and C 

were categorized as maternal care related behaviors. Thus, the percentage of maternal care was 

computed by dividing the sum of all maternal care related behaviors by the number of all 

observations. Additionally, the frequency of exits of the dam from the nest was recorded during 

all observations.  

 

2.4. Elevated plus-maze (EPM) test  

Given that anxiety traits could fundamentally affect the perception of risk (8), the EPM 

was used for the study of anxiety and also RA. The EPM apparatus was constructed with black 

Plexiglas and consisted of two open arms (30 cm × 5 cm) and two closed arms (30 cm × 5 cm × 

15 cm) connected via a central platform (5 cm × 5 cm). The apparatus was raised to a height of 

50 cm above the ground. At P32 mice were transported to the experimental room and left 

undisturbed for 15 min prior to testing. They were placed individually in the center of the maze 

facing a closed arm and allowed 5 min of free exploration. The time spent in the open or closed 

arms, as well as in the center of the maze was recorded. In addition, the frequency of the 

following RA behaviors (8) was recorded: (1) when mice dipped their heads below the level of 

the maze floor (head dipping); (2) when stretching the head/shoulders from the center of the 

maze towards open arms (peeping out); and (3) when the animal stretches to its full length with 

the forepaws keeping the hind paws in the same place and turns back to the anterior position 

while exploring the center of the maze (stretched-attend posture). 

  

2.5. PORT task 

The PORT is a behavioral protocol that allows the investigation of RA under reward-

seeking conditions (27). The rewarding stimulus used was a solution of condensed milk (10%) 

mixed with water (90%). Water restriction was required for 15 hours daily, beginning at P30 and 
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lasting until the final day of testing (P47). Water bottles were withdrawn at 6 pm, and animals 

only had access to water again in the morning of the next day, or after the completion of 

behavioral tasks. PORT behavioral procedures were performed between 8 am and 11 am. 

Habituation to the rewarding solution was performed when mice were at P33. A Falcon 

tube cap containing the sweet solution (2 ml) was placed inside animal’s home cages for the 

period of 48 hours. From P36 to P39, animals were daily tested for their preference regarding the 

consumption of the sweet solution over water. These 15 minutes sessions were performed in 

Plexiglas open field boxes (30 cm × 30 cm × 30 cm) containing two Falcon tube caps, one 

containing the sweet solution (2 ml) and the other containing only water (2 ml). To prevent side 

preference, the position of the caps was switched between sessions. Sweet solution and water 

consumption was measured by weighing the caps before and after test. The percentage of reward 

preference was computed using this equation [volume of sweet solution consumption / volume of 

sweet solution consumption + volume of water consumption]. Mice that did not present at least 

60% of reward preference in the last testing session, were excluded from the analysis.  

Habituation to the PORT apparatus was performed when animals were at P40, for 15 

minutes. The PORT apparatus is a Plexiglas box divided into three equal compartments (30 cm × 

30 cm × 30 cm each chamber). Compartments are connected by doors (5 cm × 5 cm), allowing 

animals to fully explore the apparatus. In all PORT sessions the floor of the central compartment 

was covered with wood shaving. From P42 to P43, mice performed training sessions to learn 

where to collect the sweet solution (40 ul) inside the PORT apparatus. Each animal performed 4 

trials per day (total of 8 trials). At each trial, the animal was placed in one of the lateral 

compartments and allowed to explore the three compartments. The sweet solution (40ul) was 

positioned in the center of the opposed lateral compartment. Therefore, animals had to cross the 

apparatus to collect the sweet solution. Some mice moved from left to right and others right to 

left, but the direction was fixed for each individual subject throughout trials. Following reward 

consumption animals were placed back in their home cages and waited for the next trial 

(approximately 5 minutes of interval). The time spent to collect the reward was recorded for each 

trial.  

Tests were performed similarly to training trials. Animals were placed in the initial 

compartment and allowed to explore the PORT apparatus until reward consumption. In the 

neutral condition test (P46), the floor of the central compartment was covered with wood 
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shavings just as a training trial. However, in the final test (P47), wood shavings were mixed with 

coyote urine (2 ml) to generate a potentially dangerous environment within the PORT central 

compartment (32). Therefore, the time spent in the central compartment, before the animal 

reached the reward-containing area, and the time spent to collect the reward were recorded. 

Importantly, of the 100 animals used for behavioral training (n=25 per group), 30% did 

not show at least 60% of reward preference in the last preference test and were excluded from 

the analysis (no group differences, x
2
 = 0.95; p = 0.81). Thus, the final sample size for behavioral 

analysis were: male impoverished housing (n=19), male standard rearing (n=16), female 

impoverished housing (n=17) and females standard rearing (n=18). Furthermore, all female mice 

were in diestrous stage of the estrous cycle at the final test.      

 

2.6. Brain tissue collection 

Three hours after the final test of the PORT task mice were euthanized. We selected this 

time point since previous evidence indicated enhanced gene expression of neurotransmitter 

receptors after 3 hours of a single exposure to predatory olfactory cues (33). Additionally, cohort 

of younger animals (P9 and P21) and animals that did not perform behavioral training (P47) 

were produced to verify changes in gene expression that could not be related to the effects of the 

PORT task. The brains were removed immediately after cervical dislocation by decapitation and 

the mPFC was dissected. Tissues were then frozen on dry ice and stored at -80°C until used for 

molecular analysis. 

 

2.7. Gene expression analysis 

Total RNA was isolated from 6 samples per group using QIAzol (Qiagen; Hilden, 

Germany) and chloroform standard protocols. RNA concentration was measured using the 

NanoDrop spectrophotometer. Total of 500 ng of RNA from each sample was reverse 

transcribed using the miScript II RT Kit (Qiagen). The following Quantitect primers (Qiagen) 

were used: CRF (QT0029389) and CRFR1; and the following IDT primers were used: Drd1: 

Forward - ATGGCTCCTAACACTTCTACCA; Drd1: Reverse - 

GGGTATTCCCTAAGAGAGTGGAC; Drd2: Forward - ACCTGTCCTGGTACGATGATG; 

Drd2: Reverse – GCATGGCATAGTAGTTGTAGTGG; Pgk: Forward – 

TGCACGCTTCAAAAGCGCACG; Pgk: Reverse – AAGTCCACCCTCATCACGACCC. Each 
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SYBR Green PCR reaction was run in duplicate for each sample using a Rotor Gene Real-Time 

PCR machine (Qiagen). The fold change relative expression was calculated using the ΔΔCt 

method with the female standard reared group as a reference. PGK ct values were used as 

endogenous control for mRNA analysis. To verify primer specificities, melting curve analyses 

and agarose gels were performed. 

 

2.8. Histone modification analysis 

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) was performed following modification of the 

Invitrogen ChIP kit protocol. Tissues from two mice were pooled and counted as one sample 

(each group had five samples). Therefore, samples were fixed in 1% formaldehyde and cross-

linked cell lysates were sheared by sonication (5 repeats of 15 seconds 90% pulses, with 30 

seconds of interval) in 1% SDS lysis buffer to generate chromatin fragments with an average 

length of 300bp. The chromatin was then immunoprecipitated overnight at 4°C using the specific 

Abcam antibodies to each target: H3R2 symmetric dimethylation – H3R2
me2s

 (AB194684) and 

H3K9 trimethylation – H3K9
me3

 (AB8898). Protein-DNA-antibody complexes were precipitated 

with protein G-magnetic beads for 1 hour at 4°C, followed by three washes in low salt buffer, 

and three washes in high salt buffer. The precipitated protein-DNA complexes were eluted from 

the antibody with 1% SDS and 0.1M NaHCO3, then incubated overnight at 65°C in 200 mM 

NaCl to reverse formaldehyde cross-link. Following proteinase K digestion, phenol-chloroform 

extraction, and ethanol precipitation, samples were subjected to qPCR using primers specific for 

200bp segments corresponding to the promoter region of the Crfr1 gene: Upstream transcription 

start site (TSS): Forward – GGTGAACCTCCTGGATGGC; Reverse – 

GCAGGCAGCCTTTCTTCTCT; Downstream TSS: Forward – GGCGCCTGGGAGCAG; 

Reverse – CTTCACGAGCCGGAGCTG. Samples with no immunoprecipation (input) were 

used to normalize qPCR data from immunoprecipitated samples. The ΔΔCt method was used for 

ChIP analysis with the female standard reared group as a reference.   

 

2.9. Corticosterone levels 

As a measure of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis functioning, blood levels 

of corticosterone (CORT) were collected from 8 animals per group 30 minutes after the final 

PORT test. A total of 5 ul of plasma were used for analyzes performed with the Corticosterone 
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Enzyme Immunoassay (Arbor Assays) ELISA kit, according to the manufacturer's instructions. 

The optical density was analyzed at 450 nm wavelength in an ELISA plate reader, and the data 

was subsequently transformed into concentration (pg/ml) using standard curve parameters. 

 

2.10. Statistical Analysis 

Experimental differences were assessed by Student’s t-test for maternal care behavior, 

body weight, and histone modifications. The one-way analysis of variance (ANOVA) was used 

for behavioral (EPM), HPA axis, and molecular (gene expression) data analysis. The PORT data 

were analyzed by means of repeated measures ANOVAs, with a condition factor (neutral x 

coyote urine) and a group factor (impoverished housing x standard rearing), for each sex 

individually. The ANOVAs were followed by Tukey post-hoc tests. Pearson's correlation 

analysis was used to evaluate the association between behavioral and gene expression data. 

Statistical significance was defined as p < 0.05 and results are expressed as the mean ± SEM. 

 

3. Results 

3.1. Alterations in maternal behavior and body weight during infancy due to 

impoverished housing conditions 

Exposure to impoverished housing leads to a fragmentation in childhood maternal care, 

manifested by an increased frequency of exits of the dam from the nest/pups in the impoverished 

housing group compared with standard reared group [t(18) = 3.07, p < 0.01; Figure 2A]. No 

significant differences were detected regarding the percentage of maternal care behaviors 

between groups [t(18) = 1.48, p = 0.17; Figure 2B]. Additionally, impoverished housing induced 

reduced body weight in infant animals (P9) compared with standard reared animals [t(38) = 

3.20, p < 0.01; Figure 2C], but no differences were detected at P30 [t(38) = 1.20, p = 0.23; 

Figure 2D] and P40 [t(38) = 0.52, p = 0.60; Figure 2E]. 

  

3.2. Females exposed to impoverished housing showed decreased exploration of the open 

arms and RA behaviors in the EPM   

Childhood impoverished housing exposure induced a sex-specific effect regarding 

anxiety-related behaviors during adolescence, manifested as less time spent in the open arms of 

the EPM [F(3,67) = 4.31, p < 0.01; Figure 3A] in female animals compared with standard reared 
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male animals (p < 0.01), and male animals exposed to impoverished housing conditions (p = 

0.03). No significant differences were detected regarding the exploration time of the closed arms 

[F(3,67) = 1.62, p = 0.19; Figure 3B] and regarding the time spent at the center of the maze 

[F(3,67) = 0.19, p = 0.90; Figure 3C]. Moreover, females exposed to impoverished housing 

presented less RA behaviors in the EPM [F(3.66) = 5.43, p <0.01; Figure 3D] compared with 

standard reared female (p < 0.05) and male mice (p < 0.01).  

 

3.3. Females exposed to impoverished housing showed decreased RA processing under 

reward-seeking conditions 

In the PORT task (Figure 4A), male mice presented a significant reduction in the latency 

to collect the reward among training trials [condition effect: F(7,252) = 5.71, p < 0.01; Figure 

4B], while no group differences were detected in this learning process [group effect: F(1,36) = 

0.21, p = 0.64]. In the test sessions, coyote urine exposure induced an increase in the latency to 

collect the reward compared with the neutral condition [condition effect: F(1,33) = 4.73, p < 

0.05], but similarly no group differences were detected [group effect: F(1,33) = 1.33, p < 0.05]. 

Female mice also presented a significant reduction in the latency to collect the reward 

among training trials [condition effect: F(7,231) = 8.06, p < 0.01; Figure 4C], while no group 

differences were detected during the learning process [group effect: F(1,33) = 0.09, p = 0.75]. 

Similarly, coyote urine exposure induced an increase in the latency to collect the reward 

compared with the neutral condition in the testing sessions [condition effect: F(1,33) = 7.67, p < 

0.01]. However, a reduction in the latency to collect the reward was observed in females exposed 

to impoverished housing in comparison with standard reared females [group effect: F(1,33) = 

4.37, p < 0.05], and such differences were specific to the coyote urine testing trial (p < 0.05). 

Furthermore, this effect could not be attributed to changes in reward preference (Figure 4D), as 

both groups of males [F(3,96) = 20.82, p < 0.01] and females [F(3,90) = 19.62, p < 0.01] animals 

increased their preference for the consumption of the sweet solution over water, while no effects 

of impoverished housing exposure were observed regarding the acquisition of reward preference. 

In addition, sex differences were also observed regarding HPA axis functioning 30 

minutes after the coyote urine PORT test [F(3,35) = 17.69, p < 0.01; Figure 4E], given that 

females exposed to impoverished housing had lower CORT levels compared with standard 
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reared females (p < 0.01), while males exposed to impoverished housing had higher CORT 

levels compared with standard reared males (p < 0.01).    

Since the predatory olfactory cues were introduced in the central compartment of the 

PORT apparatus, we examined potential differences between groups regarding the time spent in 

this area (Figure 4F). Male mice presented a significant increase in the exploration time of the 

central compartment when exposed to coyote urine compared with the neutral condition 

[condition effect: F(1,33) = 4.63, p < 0.05], but no group differences were detected [group effect: 

F(1,33) = 0.29, p = 0.59].   

Female mice also presented a significant increase in the exploration time of the central 

compartment when exposed to coyote urine compared with the neutral condition [condition 

effect: F(1,33) = 30.91, p < 0.01], while no group differences were detected [group effect: 

F(1,33) = 2.32, p = 0.13]. However, only the standard reared females presented a significant 

increase in the time spent in the central compartment facing the coyote urine, while no 

differences were observed in females exposed to impoverished housing [interaction effect: 

[F(1,33) = 5.99, p < 0.05]. These results suggested that only standard reared females engaged the 

RA processing in the PORT task, while females exposed to impoverished housing did not.  

This notable effect among standard reared females prompted us to investigate if the 

increase in the time spent in central compartment was specific to the coyote urine odour, or given 

to novelty-seeking effects of distinct odours mixed with wood shavings (Figure 4G). Therefore, 

in an independent cohort of control animals we observed a significant increase in the exploration 

time of the central compartment when females were exposed to the coyote urine in the PORT test 

[F(2,42) = 8.73, p < 0.01], but not when they were exposed to citronella (p < 0.01) or no odour 

conditions (neutral condition, p < 0.01). 

 

3.4. Association between female altered RA processing induced by impoverished housing 

conditions and Crfr1 gene expression in the mPFC  

No significant between-groups differences were detected in the mRNA levels of Drd1 

[F(3,21) = 0.01, p = 0.99] and Drd2 [F(3,21) = 0.07, p = 0.95] in the mPFC following the PORT 

test with coyote urine. Although no significant differences were detected in the mRNA levels of 

Crf, a trend to reduction was observed in males exposed to impoverished housing in comparison 

with standard reared females [F(3,21) = 2.60, p = 0.07]. Females exposed to impoverished 
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housing had significant higher mRNA levels of Crfr1 in the mPFC [F(3,21) = 5.52, p < 0.01] 

compared with standard reared females (p < 0.05) and males exposed to impoverished housing (p 

< 0.05). 

Correlation analysis revealed a significant negative association between Crfr1 gene 

expression and the latency to collect the reward in the PORT test with coyote urine among 

females (R
2
 = 0.39; p < 0.05), but not among male mice (p > 0.05).     

Considering this sex-specific effect among female mice, we investigated whether the 

changes in Crfr1 expression induced by impoverished housing exposure could be identified in 

earlier stages of female development. Significant lower mRNA levels of Crfr1 were detected at 

the P9 [t(10) = 3.49, p < 0.01] in mice exposed to impoverished housing compared with the 

standard reared group, but not at P21 [t(10) = 2.01, p = 0.10]. Moreover, in the P47, a trend to 

reduction was observed in animals exposed to impoverished housing that did not perform 

behavioral training [t(10) = 2.21, p = 0.06]. These results demonstrated that impoverished 

housing exposure is associated with changes in the expression of Crfr1 in the mPFC throughout 

childhood and adolescence, specifically in female mice, manifested as a decrease in the 

expression throughout development and an increase following the PORT test with coyote urine. 

 

3.5. Higher levels of the histone mark H3R2
me2s

 in the mPFC of female mice exposed to 

impoverished housing conditions  

This notable dynamic change of Crfr1 mRNA expression, prompted us to investigate the 

chromatin status surrounding the promoter region of the Crfr1 gene following the PORT test 

with coyote urine, specifically in the mPFC of female mice exposed to impoverished housing or 

to standard rearing conditions. The level of histone H3 methylation (H3R2
me2s

 and H3K9
me3

) was 

investigated by ChIP analysis, particularly 200bp upstream the TSS, and 200bp downstream the 

TSS. No significant differences were observed regarding the levels of H3K9
me3

, a histone mark 

associated with transcriptional repression, at upstream the TSS [t(8) = 0.77, p = 0.45], and at 

downstream the TSS [t(8) = 1.40, p = 0.19]. However, a significant increase in the levels of 

H3R2
me2s

, a histone mark associated with gene expression, was observed in the mPFC of female 

mice exposed to impoverished housing compared with standard reared females, particularly at 

the upstream region of the TSS [t(8) = 2.38, p < 0.05], but not at downstream the TSS [t(8) = 

1.60, p = 0.14]. 
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4. Discussion 

In this study, we investigated the effects of childhood poverty on RA processing by using 

a mouse model of impoverished housing exposure during early infancy. Consistent with previous 

studies of early life adversity (31), impoverished housing led to reduced body weight of pups and 

altered maternal care across the first 9 days of the postnatal period. Furthermore, being raised in 

an impoverished environment resulted in altered behavioral and molecular phenotypes during 

adolescence, with distinguishable effects between sexes. Specifically, anxiety-like behaviors and 

increased HPA axis responsivity were observed only in female mice exposed to impoverished 

housing, as well as reduced RA processing when these animals were seeking for a reward 

(PORT), or in the absence of it (EPM). These patterns of behavioral alterations were associated 

with higher Crfr1 gene expression in the mPFC, which correlated with an euchromatin state at 

the proximal promoter region of the Crfr1 gene, exhibited as higher levels of the histone mark 

H3R2
me2s

. Together, these results revealed that childhood poverty-related cognitive impairments 

could be extended to the acquisition of environmental information in potentially dangerous 

situations, and that the Crfr1 gene has an important role on the relationship between childhood 

poverty and altered RA processing. 

Children raised in poor environments frequently expose themselves to adverse life events 

regardless of the long-term negative consequences, potentially due to altered risk-assessment 

(RA) and greater difficulties in the processing of gains and losses. These consequences are 

suggested to prime such vulnerable population for the development of impulsive and addictive 

disorders during adolescence. However, because very few preclinical studies have analyzed such 

association, the underlying molecular mechanisms remain unclear. Human studies simulating 

real-life risky decisions have showed that neuropsychiatric patients present patterns of impulsive 

behaviors due to the difficulties in delaying gratification, and impaired perception of risks and 

benefits in a set of actions (34). These concepts have been extensively explored in the context of 

addiction disorders (14, 35, 36), since a lack of RA and inhibition dysfunction suggest that 

chronic drug users have less self-control, which is needed to inhibit the hedonic impulse to 

repeatedly take the rewarding drug, regardless of potentially long-term negative consequences. 

Indeed, there is a well-documented link between low socioeconomic status in early life and 

adolescent substance abuse (37, 38), while recent evidence also demonstrated that altered 
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decision-making is a consequence of childhood poverty (6). In our set of experiments, mice had 

to gather environmental information about the possible presence of a predator, while being 

tempted to drive in a reward-related behavior. Therefore, risk-prone animals would present less 

latency to get the rewarding stimulus in such high-risk scenario, disregarding that a predator may 

be, or has recently been, nearby. We observed such behavioral pattern in female mice exposed to 

impoverished housing during early life, suggesting that early adversity contributes to higher 

levels of impulsivity and a lack of RA processing in reward-related conditions. This was 

supported by the findings of decreased exploration of the central compartment of the PORT, 

reduced HPA axis responsivity facing this high-risk scenario, as well as by lower frequency of 

RA-related behaviors in the EPM.  

Interestingly, female mice exposed to childhood poverty presented higher anxiety-related 

behaviors exhibited as decreased exploration of the open arms in the EPM. This is in agreement 

with previous findings showing that early life adversity is associated with anxiety phenotypes in 

both female and male rodents within adolescence (39). Therefore, it could be expected that this 

anxiety trait would be associated with a less risky strategy in the PORT test, but we observed 

exactly the opposite in the female mice raised under impoverished conditions. One possibility is 

that the decreased activity of the stress-response network with its associated anxiety resulted 

from higher incentive salience as an adaptive coping mechanism in the PORT task, given that 

stressful conditions, such as predator odour exposure, have been proposed to induce incentive 

salience toward rewarding stimuli (40). This is supported by evidence showing that uncertainty 

enhance attraction towards reward cues, particularly among high anxiety animals (41), and that 

early life adversity was associated with higher levels of incentive salience (42). A second 

possibility is the link between intolerance of uncertainty and maladaptive behaviors such as 

impulsive decision-making. Intolerance of uncertainty is defined as a bias to interpret and react 

negatively to ambiguous situations (43). Fear of uncertain events has been associated with 

heightened psychological reactivity and amplified startle responses (44), which could be 

interpreted in our experiments as a reduction in the latency to collect the reward and less 

exploration of the center chamber in the PORT test. Therefore, in line with the ideas of enhanced 

incentive salience and intolerance to uncertainty, the present study indicated the development of 

a putative anxiety-like state associated with impulsivity and lack of RA processing in female 

mice exposed to childhood poverty. This is important since evidence suggests that intolerance of 
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uncertainty and altered incentive salience may promote impulsive and risk-prone behaviors, as 

well as increasing the vulnerability for the development of anxiety disorders, substance 

addiction, and the comorbidity between these conditions (44, 45).  

Moreover, males and females differ in how they cope with risk. Females are more risk-

averse, more influenced by available contingencies and more responsive to changes in their 

current environment than males, which are more risk-prone (46). For instance, a study that 

repeatedly exposed rodents to predator odour found that females only started to display high 

levels of exploratory behavior after repeated exposures to this adverse olfactory stimulus, when 

the risk had relatively diminished (47). Thus, the female-specific impoverished housing effect in 

the PORT task highlights that childhood poverty only affected the more responsive sex to risky 

situations. In this sense, our results corroborated with the idea that sex may play a significant role 

in determining the effects of early life adversity on behavioral outcomes (48), and that such 

differences could be attributed to sex-differences in the neurobiological basis underlying RA 

processing.  

The primary role of the CRF system is to activate the HPA axis (49). In parallel, CRF 

neurons are found in extrahypothalamic areas, including the mPFC, and there they are suggested 

to have a significant role in cognitive processes (50). While extensive evidence demonstrated a 

critical role for CRF-CRFR1 system on behavioral adaptation to stress (51), few studies explored 

the role of CRFR1 regarding cognitive function, including the decision-making processes (19). 

Our molecular experiments revealed that females exposed to impoverished housing had 

significant higher mRNA levels of Crfr1 in the mPFC than standard reared females and male 

animals following the PORT test. Furthermore, a negative association between Crfr1 mRNA 

levels and RA processing was observed among female, but not male mice. Although we did not 

detect differences in Crf mRNA levels, these results suggested that the CRF-CRFR1 system has 

an important role in how the female brain is engaged in the acquisition of environmental 

information in potentially dangerous situations, particularly when a cost-analysis is required. In 

fact, while we observed such effect in the mPFC, a previous study also documented that higher 

Crfr1 expression in the amygdala was negatively correlated with judgment and decision-making 

processes specifically in female rodents (19). Therefore, future studies that experimentally block 

the CRFR1 will help to identify the exact role that CRFR1 signaling has on the PORT task and 

RA processing. This should be promising since previous studies documented that the systemic 
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administration of a CRFR1 antagonist enhanced optimal decision-making only in female rodents 

(19), while intra-mPFC CRFR1 blockage reversed stress-induced cognitive and executive 

impairments (20).   

Our results also demonstrated that childhood poverty in female mice was associated with 

decreased Crfr1 expression in the mPFC throughout development, and only following the PORT 

test enhanced gene expression was observed. This dynamic change in gene transcription could be 

potentially associated with epigenetic priming mechanisms, as previously documented regarding 

Crf expression. For instance, maternal deprivation induced DNA demethylation of the Crf gene 

promoter in the hypothalamus (52). However, this change in methylation is not reflected in 

altered levels of Crf expression until the animals are subject to acute stress, upon which Crf is 

significantly upregulated. We showed that following the PORT task female mice exposed to 

impoverished housing had higher levels of the histone mark H3R2
me2s

, particularly in the region 

upstream the TSS of the Crfr1 gene. The deposition of the histone modification H3R2
me2s

 leads 

to a poised euchromatin structure that is essentially associated transcriptional activation (53), 

which corroborates our finding of higher mRNA levels in the mPFC following the PORT test. 

Moreover, it has been recently reported that the H3R2
me2s 

mark is mostly detected on the –1 

nucleosome relative to the TSS, where it has an important role in preventing other nucleosomes 

from assembling in the surrounding promoter region (53). Therefore, previous genome-wide data 

mapped the presence of this mark at specific euchromatic promoters, which are expressed in 

response to cell differentiation, cell-cycle processes or stress signals. These findings raise the 

possibility that the presence of predatory olfactory cues could be a stress signal that results in the 

accumulation of the H3R2
me2s 

mark at the promoter of the Crfr1 gene, acting as a mechanism to 

prime an euchromatin state in response to experience (23), regulating gene expression in females 

exposed to impoverished housing within the PORT test. Furthermore, given the key role that 5-

hydroxymethycytosine (5hmC) has on the deposition of the histone mark H3R2
me2s

 during 

behavioral adaptation (54), it would be interesting to investigate whether such DNA modification 

has also a role on the relationship between childhood poverty and altered RA processing. This 

idea is supported by recent findings that demonstrated higher 5hmC levels at neocortical 

glutamatergic gene promoters of mice exposed to early life adversity (55). 

Although accumulating evidence implicates the dopaminergic system in RA processing 

(56), decision-making (19), and the performance of rodents in the PORT task (57), we did not 
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find any effects of childhood poverty on Drd1 or Drd2 expression in the mPFC. This is contrary 

to a previous study that documented altered Drd1 and Drd2 signaling in the mPFC of adolescent 

rodents caused by early life adversity (58). However, the postnatal stress model adopted in that 

study was the maternal separation, which is a stress model with fundamental differences 

regarding reduced nesting material and impoverished housing exposure during early infancy 

(48). Given that we did not investigate protein levels of dopamine receptors, neither the levels of 

synaptic dopamine release, we cannot rule out that the cortical dopaminergic system has a 

potential role in the relationship between childhood poverty and altered RA processing. 

In conclusion, these findings indicate a potent effect of early life poverty on RA in 

adolescent female mice, which could be detrimental for cognitive performance in potentially 

dangerous situations, and suggest that the epigenetic priming of the Crfr1 gene may represent a 

critical factor mediating the relationship between early life stress and altered cognitive 

processing later in life in females. Furthermore, our observations supports previous evidence 

suggesting that Crfr1 is critically involved in the regulation of behavioral and neuroendocrine 

stress-related phenotypes by epigenetic mechanisms (59), but also offers new evidence regarding 

the role of the histone mark  H3R2
me2s

 on the regulation of euchromatin states specifically at the 

promoter region of the Crfr1 gene. Given that the mPFC has a protracted development that 

continues throughout adolescence (60), our results highlight that this brain region and its 

associated cognitive functions are increasingly vulnerable to the effects of early life adversity, 

and that females appear to be more sensitive to the consequences of being raised in an 

impoverished environment.   
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Figures 

 

 
Figure 1. 

Experimental design. EPM, elevated plus-maze. PORT, predator-odour risk-taking task.  
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Figure 2. 

Maternal behavior and body weight comparisons between impoverished housing and standard reared groups. A, 

frequency of the exits of the dam from the nest. B, percentage of maternal-related behaviors. C, body weight at P9 in 

grams. D, body weight at P30 in grams. E, body weight at P40 in grams. **, p < 0.01. 
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Figure 3. 

Between-group comparisons regarding the parameters of the EPM. A, time spent in open arms. B, time spent in 

closed arms. C, time spent in center area. D, frequency of RA behaviors. *, p < 0.05. **, p < 0.01. 
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Figure 4. 

Between-group comparisons regarding the parameters of the PORT. A, illustration of the PORT apparatus. B, 

latency to collect the reward among male mice. C, latency to collect the reward among female mice. D, time spent in 

the center compartment of the PORT among male mice. E, time spent in the center compartment of the PORT among 

female mice. F, reward preference tests. G, blood levels of CORT 30 minutes following the PORT test with coyote 

urine. H, time spent in the center compartment of the PORT among standard reared female mice. #, condition (trial) 

effect in the ANOVA. &, group effect in the ANOVA. @, condition per group interaction effect in the ANOVA. *, p 

< 0.05. **, p < 0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5. 

Between-group comparisons regarding gene expression analysis in the mPFC 3 hours following the PORT test with 

coyote urine. A, Drd1 mRNA levels. B, Drd2 mRNA levels. C, Crf mRNA levels. D, Crfr1 mRNA levels. E, 

Pearson's correlation between Crfr1 mRNA levels and the latency to collect the reward in the coyote urine test 

among female mice.  *, p < 0.05. **, p < 0.01. 
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Between-group comparisons regarding gene expression analysis in the mPFC 3 hours following the PORT test with 

coyote urine. A, Drd1 mRNA levels. B, Drd2 mRNA levels. C, Crf mRNA levels. D, Crfr1 mRNA levels. E, 

Pearson's correlation between Crfr1 mRNA levels and the latency to collect the reward in the coyote urine test 

among female mice.  *, p < 0.05. **, p < 0.01. 
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Figure 6. 

Between-group comparisons among female mice regarding histone modification analysis at the promoter region of 

the Crfr1 gene, in the mPFC 3 hours following the PORT test with coyote urine. A, proximal promoter region of the 

Crfr1 gene upstream (200bp) and downstream (200bp) the transcription start site, including the binding motifs for 

transcription factors, such as Sp1, Grc1 and Nhlh1. B, H3K9me3 levels at the promoter region. C, H3R2me2s levels 

at the promoter region. *, p < 0.05.  
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Abstract 

Evidence has implicated Toll-like Receptors (TLRs) in the pathogenesis of cognitive impairment 

induced by systemic inflammation. Early life stress is associated with altered trajectories of 

neuroimmune signaling with implications for cognitive development. However, few experimental 

studies have examined the mechanisms responsible for the impact of TLR-3 activation on early 

life stress-related cognitive outcomes. This study investigated the effects of maternal deprivation 

(MD) during childhood and a viral immune challenge during adolescence on working memory 

performance of mice. Animals exposed to MD were separated from their dams daily for 180-min 

from postnatal day (PND) 2 to 15. At the PND 45 animals were challenged with a single injection 

of either Poly (I:C) or sterile saline, and then subjected to a spatial working memory test in a Y-

maze apparatus. Gene expression was determined by qPCR. We demonstrated that a single 

peripheral administration of a TLR-3 agonist can exacerbate MD-induced working memory 

impairments in adolescent mice. At a molecular level, exposure to MD was associated with lower 

mRNA levels of Il6, Nfkb1 and Tlr3 in the medial prefrontal cortex (mPFC). However, when MD 

animals were exposed to Poly (I:C), a more robust activation of Il6, Nfkb1 and Tlr3 gene 

transcription was observed in these mice compared with standard reared animals. Finally, higher 

mRNA levels of Nfkb1 in the mPFC was correlated with lower working memory performance, 

suggesting a role for NF-κB signaling in the mechanisms underlying poor cognitive functioning 

induced by early life stress and systemic inflammation produced by viral mimetics.   

 

Key words: Early life stress, Cognition, Working memory, Inflammation, Toll-like receptors, 

Neuroimmunomodulation. 
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1. Introduction 

Toll-like Receptors (TLRs) are the first line of defense against exogenous and endogenous 

pathogens and are responsible for triggering innate immune responses (1). These receptors are 

expressed in a variety of immune cells, while in the brain, they are identified predominantly on 

microglia, astrocytes, and with limited expression levels on neurons (2). Upon stimulation, TLRs 

can impact numerous aspects of central nervous system homeostasis by the production of 

inflammatory mediators, such as cytokines and chemokines, particularly through activation of the 

transcription factor nuclear factor kappa B (NF-κB) (3). Therefore, evidence has implicated TLRs 

in the pathogenesis of cognitive impairment induced by systemic inflammation or brain 

inflammatory illnesses (4), including Epilepsy, Bacterial Meningitis, Alzheimer's disease (5), but 

also stress-related neuropsychiatric disorders (6, 7).  

Among the family of TLRs, the neuroinflammatory signaling mediated by TLR-2 and 

TLR-4 have been the most widely investigated, which are receptors that recognize infections of 

bacterial origin (4). For instance, administration of a TLR-4 agonist that induces peripheral and 

central inflammation, also results in increased hippocampal amyloid-beta, tumor necrosis factor 

(TNF)-α, and interleukin (IL)-6 levels with concomitant cognitive deficits in contextual fear-

related memory (8, 9), suggesting that TLRs activation can be detrimental to brain functioning 

during acute inflammatory response. On the other hand, some TLRs are implicated in the 

recognition of viral infections, such as the TLR-3, TLR-7, TLR-8 and TLR-9. As a sensor for 

double-stranded RNAs of viral origin, TLR-3 is predominantly expressed intracellularly (10) and 

recent evidence demonstrated its functions on the regulation of hippocampal glial excitability 

(11). Although TLRs that respond to bacteria or viral ligands have important differences 

regarding their immune functions, the majority of evidence suggests that upon activation these 

receptors have a similar effect on brain functioning, in particular related to hippocampal-

dependent spatial memory deficits (4, 12). However, intracerebral infusion of a TLR-3 agonist - 

Polyinosinic: polycytidylic acid [(Poly (I:C)] into the lateral ventricle was recently shown to 

induce working memory impairments in mice (13). As a key function of the medial prefrontal 

cortex (mPFC), working memory is a short-term memory process engaged during active 

maintenance and manipulation of information in order to guide behavior (14, 15). Despite that, 

few experimental studies have examined the mechanisms responsible for the impact of TLR-3 

activation on mPFC-related cognitive outcomes (11). 



 
  

94 
 

Moreover, compelling evidence suggests that the nature and severity of cognitive deficits 

later in life depend upon many factors involved with brain development processes, including the 

experiences that occur during the sensitive period of early life (16). Stress exposure in the earliest 

years of childhood has been related to cognitive impairment including poor working memory 

performance (17). Beyond behavioral outcomes, early life stress is associated with a chronic 

inflammatory state (18) and glia cells abnormalities (19), which points out to altered 

neuroimmune signaling as a candidate pathway for mediating the consequences of postnatal 

stress on brain and cognitive functioning. For example, persistent higher levels of inflammatory 

markers in the brain, including TLR-4 and NF-κB, were detected in adult animals exposed to 

infant maternal deprivation (MD), which is a well-known experimental model of early life stress 

(20). In addition, NF-κB gene expression was upregulated in the mPFC of adolescent mice 

exposed to early life adversity, and this effect was associated with higher levels of cocaine-

contextual memory (21).  

Given the potential relationship between early life stress, altered cognitive functioning 

and TLR-3 mediated neuroinflammation, the current study investigated the effects of maternal 

care deprivation during childhood and a viral immune challenge during adolescence on the 

working memory performance of mice. The cumulative effect of both factors was also assessed at 

the molecular level in the mPFC, since mRNA levels of NF-κB, IL-6, TNF-α and TLR-3 were 

measured following TLR-3 systemic activation or following saline administration. Considering 

that early life stress per se is associated with cognitive impairments, we hypothesized that Poly 

(I:C) administration would enhance stress-mediated working memory deficits as a immunological 

“second hit”, and that differential expression of the immune-related genes would be correlated 

with cognitive outcomes upon TLR-3 stimulation. 

 

2. Methods 

2.1. Animals 

This study was performed with male BALB/c mice. All animals were housed under a 12 

h/12 h light–dark cycle in ventilated cages with temperature maintained at 21 ± 1 °C. Food and 

water were available ad libitum. The experiments were conducted in accordance with the NIH 

laboratory animal care guidelines and approved by the Ethical Committee on the Use of Animals 

of the Pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul, Brazil. 



 
  

95 
 

 

2.2. Infant maternal care deprivation model  

The early life stress model consists of exposing infant animals to daily episodes of 

maternal care deprivation during the first days of life. Thus, pregnant females were visually 

checked daily for the presence of pups. On the day of birth, the litters were randomly assigned to 

one of two groups: MD or animal facility rearing (AFR) control animals. The AFR litters were 

left undisturbed until weaning, except for cage cleaning at postnatal day (PND) 10. The MD 

litters were subjected to a procedure that was used in previous studies with BALB/c mice (21, 

22). In this procedure, pups were separated from their dams daily for 180 min (15:00–18:00), 

from PND 2 to PND 15. To do this, first, the dam was transferred to another cage. Then, the 

whole litter was transferred to another clean cage with bedding material and placed in another 

room, to prevent vocal communication between the dam and pups. The temperature of pups’ cage 

(33 ± 2 °C) was controlled using a digital heating pad placed under the cage to compensate for 

the dams’ body heat. After the maternal care deprivation period, the pups were returned to their 

home cage, followed by the dam. All pups were weaned at PND 21 and remained together with 

their same-sex littermates (two or three animals per cage) under standard housing conditions. 

 

2.3. Working memory test 

At the PND 45 animals were subjected to a spatial working memory test in a black 

Plexiglas Y-maze apparatus (23). The Y-maze apparatus consists of three symmetrical arms (30 

cm x 5 cm x 10 cm, each arm) and it uses the natural tendency of mice to explore novel over 

familiar arms. This working memory test consisted of two phases, called the sample and test 

phases. The allocation of arms (start, familiar and novel arm) to a specific spatial location was 

counterbalanced across the experimental groups. 

In the sample phase, animals were allowed to explore two arms (referred to as ‘start arm’ 

and ‘familiar arm’), while the access to the remaining arm (‘novel arm’) was obstructed by a 

removable barrier wall. To begin a trial, the animal was introduced at the end of the start arm and 

was allowed to freely explore both the start and the familiar arms. After 5 minutes of exploration, 

the animal was removed from the apparatus and kept in a holding cage for 1 minute, while the 

barrier wall was removed. 
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In the test phase, the animal was reintroduced to the maze and could freely explore all 

arms of the maze for 2 min. After the test, the animal was removed from the apparatus and placed 

back in their home cage. The wood shavings that covered the floor of the apparatus was changed 

in preparation for the next animal. On each trial, the time spent in each of the three arms was 

recorded. The relative time spent in the novel arm during the choice phase was calculated by the 

formula [time spent in the novel arm/[time spent in all arms]) × 100 and used as the index for 

working memory performance. In addition, total distance moved on the entire maze was recorded 

and analyzed in order to assess general locomotor activity. 

 

2.4. TLR-3 agonist administration 

Poly (I:C) was used to mimic the acute phase of a viral infection, and it was prepared for 

injection by re-suspension in sterile saline and administered at a dose of 7.5 mg/kg (i.p.). This 

mild to moderate dose was chosen based on previous studies showing that this concentration of 

the TLR-3 agonist could induce behavioral and cognitive alterations in mice (24-26). Therefore, 

experimental groups were challenged with a single injection of either Poly I:C or sterile saline at 

PND 45. 

  

2.5. Gene expression analysis 

Six hours after the Poly (I:C) or saline injection animals were euthanized. We selected 

this time point since previous evidence indicated enhanced gene expression of brain pro-

inflammatory genes after 6hrs of Poly (I:C) administration (26). The tissue from the mPFC was 

rapidly hand-dissected with a scalpel and stored at -80°c until molecular analysis. Total RNA was 

isolated from 6 samples per group using QIAzol (Qiagen; Hilden, Germany) and chloroform 

standard protocols. RNA concentration was measured using the NanoDrop spectrophotometer. 

Total of 500 ng of RNA from each sample was reverse transcribed using the miScript II RT Kit 

(Qiagen). The following primers (IDT) were designed, tested and used: Il6 Forward 

(CCCCAATTTCCAATGCTCTCC), Il6 Reverse (GACCACAGTGAGGAATGTCCA), Tnf 

Forward (CCTGTAGCCCACGTCGTAG), Tnf Reverse (GGGAGTAGACAAGGTACAACCC), 

Tlr3 Forward (GTGAGATACAACGTAGCTGACTG), Tlr3 Reverse 

(TCCTGCATCCAAGATAGCAAGT), Pgk Forward (TGCACGCTTCAAAAGCGCACG), Pgk 

Reverse (AAGTCCACCCTCATCACGACCC). The Quantitect primer (QT00154091) for Nfkb1 
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was purchased from Qiagen. Each SYBR Green PCR reaction was run in duplicate for each 

sample using a Rotor Gene Real-Time PCR machine (Qiagen). The fold change relative 

expression was calculated using the ΔΔCt method with the AFR-vehicle group as a reference. 

PGK ct values were used as endogenous control for mRNA analysis. To verify primer 

specificities, melting curve analyses and agarose gels were performed. 

 

2.6. Statistical Analysis 

Group differences were assessed by two-way ANOVAs (group and treatment effects). 

The ANOVAs were followed by Tukey post-hoc tests. Pearson's correlation analysis was used to 

evaluate the association between behavioral and gene expression data. Statistical significance was 

defined as p < 0.05 and results are expressed as the mean ± SEM. 

 

3. Results 

3.1. Effects of early life stress and TLR-3 activation on working memory performance 

The experimental design of the study is illustrated in figure 1A. Significant group 

[F(3,39) = 4.58, p < 0.05] and treatment [F(3,39) = 4.69, p < 0.05] effects were detected on the 

performance of mice in the Y-maze, showing that both MD and Poly (I:C) exposure reduced the 

percentage of time exploring the novel arm during testing (Figure 1B). Post-hoc analysis revealed 

that only animals exposed to both MD and to Poly (I:C) presented significant less working 

memory performance compared with AFR-vehicle group (p < 0.05). These results demonstrated 

that MD-induced working memory impairments are exacerbated by Poly (I:C) systemic 

administration.  

A significant treatment [F(3,39) = 5.49, p < 0.05] effect was observed on the distance 

traveled by mice during the working memory test, showing that Poly (I:C) administration reduced 

locomotor activity. However, exposure to MD did not affect locomotor activity given that no 

group [F(3,39) = 0.14, p > 0.05] differences were observed (Figure 1C).       

 

3.2. Effects of early life stress and TLR-3 activation on gene expression levels 

Significant group [F(3,20) = 12.89, p < 0.01] and treatment [F(3,20) = 36.06, p < 0.01] 

effects were detected on mRNA levels of Tlr3, showing that while MD exposure reduced, Poly 

(I:C) exposure increased Tlr3 expression in the mPFC. Post-hoc analysis revealed the MD-
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vehicle group had significant less Tlr3 expression compared with the AFR-vehicle group (p < 

0.05). In addition, the AFR-Poly (I:C) group (p < 0.01) and the MD-Poly (I:C) group (p < 0.01) 

had significant higher Tlr3 expression compared with the MD-vehicle condition (Figure 2A).  

A significant treatment [F(3,20) = 26.75, p < 0.01] effect was observed on mRNA levels 

of Il6, showing that Poly (I:C) exposure increased Il6 expression in the mPFC, while no group 

differences were detected [F(3,20) = 0.50, p > 0.05]. However, post-hoc analysis revealed that 

only animals exposed to both MD and to Poly (I:C) presented significant higher Il6 expression 

compared with the MD-vehicle group (p < 0.05), while no significant differences were detected 

regarding AFR groups (Figure 2B). No significant treatment [F(3,20) = 0.28, p > 0.05] or group 

[F(3,20) = 2.84, p > 0.05] effects were detected regarding mRNA levels of Tnf-α (Figure 2C). 

A significant treatment [F(3,20) = 11,48, p < 0.01] effect was observed on mRNA levels 

of Nfkb1, showing that Poly (I:C) exposure increased Nfkb1 expression in the mPFC, while no 

group differences were detected [F(3,20) = 2.71, p > 0.05]. However, post-hoc analysis revealed 

that only animals exposed to both MD and to Poly (I:C) presented significant higher Nfkb1 

expression compared with the MD-vehicle group (p < 0.01), while no significant differences 

were detected regarding AFR groups (Figure 2D).  

These results demonstrated that MD and Poly (I:C) had opposite effects on gene 

expression levels of Tl3, Il6 and Nfkb1. In basal conditions, MD exposure was associated with 

lower mRNA levels of these genes in the mPFC. However, when stressed animals were exposed 

to Poly (I:C), a more robust activation of gene transcription was observed in animals exposed to 

MD compared with standard reared mice. Moreover, correlation analysis revealed a significant 

negative association between Nfkb1 gene expression and the percentage of time exploring the 

novel arm during the Y-maze test (R
2
 = 0.20; p < 0.05), showing that higher mRNA levels of 

Nfkb1 in the mPFC was associated a lower working memory performance (Figure 2E). 

 

4. Discussion 

Exposure to stressful experiences during childhood, such as abuse and neglect, is 

associated with altered trajectories of brain and cognitive development (27). Structural and 

functional cortical modifications in line with deficits in cognitive processes such as executive 

functions (17), behavioral inhibition (28), and working memory (29), have been robustly 

documented in individuals with histories of early life adversity. Pre-clinical studies have explored 
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the molecular underpinnings of the cognitive phenotype produced by early life stress, and most of 

the studies have focused on the role of altered neurotransmission and neuroplasticity (30, 31), as 

well as the consequences of overactivation of the neuroendocrine system (32). Taking into 

account the relevant data that childhood stress could also affect the neuroimmune response (18), 

combined with the idea that systemic inflammation leads to activation of brain neuroimmune 

response (33), the current study provided evidence that a single peripheral administration of a 

TLR-3 agonist can modulate and exacerbate early life stress induced working memory 

impairments in adolescent mice. At a molecular level, we have identified that early life stress and 

Poly (I:C) had opposite effects on gene expression of neuroinflammatory markers IL-6 and NF-

κB, as well as concerning TLR-3 expression. In particular, exposure to maternal care deprivation 

was associated with lower mRNA levels of these genes in the mPFC. However, when maternally 

deprived animals were exposed to Poly (I:C) during adolescence, a more robust activation of Il6, 

Nfkb1 and Tlr3 gene transcription was observed in these mice compared with standard reared 

animals. Finally, higher mRNA levels of Nfkb1 in the mPFC was correlated with lower working 

memory performance, suggesting a role for NF-κB signaling in the mechanisms underlying poor 

cognitive functioning induced by early life stress and systemic inflammation produced by viral 

mimetics.   

Our behavioral results are consistent with previous findings showing that either early life 

stress (29) or acute inflammation (13) could produce cognitive deficits that include working 

memory performance. Specifically, we demonstrated that only following a viral immune 

challenge the MD effect on cognition reached statistical significance in comparison to normally 

reared animals without acute inflammation. Therefore, these data support the hypothesis that an 

immunological “second hit” could not only aggravate the effects of postnatal stress on working 

memory, but it could also be a pathological trigger for cognitive decline in vulnerable individuals 

due to postnatal stress exposure (34). This combinatory effect has already been documented 

regarding viral diseases, such as HIV infection, given that HIV induced neurocognitive 

impairments are more pronounced in individuals with histories of early life stress (35), 

particularly on cognitive flexibility and working memory processes (36).   

Although there is little information on brain and behavioral responses to TLR-3 in vivo, 

previous evidence demonstrated that direct activation of TLR-3 by intracerebroventricular 

infusion of Poly (I:C) impaired working memory (13), and that TLR-3 signaling can suppress 
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neuronal plasticity and induce neuroglial immune responses by driving gene expression of pro-

inflammatory cytokines (11). In our experiments we observed increased mRNA levels of Il6, 

Nfkb1 and Tlr3 in the mPFC after 6 hours of a single injection of Poly (I:C) in a mild to moderate 

dose. Although we did not provide direct evidence of cellular specificity, it is possible that our 

gene expression data is closely involved with the response of glia cells, taking into account 

previous findings showing that astrocytes and microglia cells express TLR-3, and that these cells 

can synthesize pro-inflammatory cytokines in response to Poly (I:C) stimulation (37). 

Furthermore, when cortical glia cells are activated upon TLRs stimulation, the 

neuroinflammatory toxicity can be extended to primary cortical neurons, an effect that has been 

shown to be involved with cognitive impairment (11). For instance, activated microglia cells 

produce IL-6, IL-1β, and TNF-α, and when these cytokines are released extracellularly they 

directly affect synaptic plasticity and working memory performance (33).  

On the other hand, we observed that regardless of Poly (I:C) administration, exposure to 

maternal care deprivation was associated with lower mRNA levels of Il6, Nfkb1 and Tlr3 in the 

mPFC of adolescent animals, suggesting that early life stress has persistent effects on the 

transcription of neuroimmune genes. However, following Poly (I:C) administration, animals 

exposed to MD presented a significant enhancement in the expression of Il6, Nfkb1 and Tlr3 

compared with the MD-vehicle group, an effect that was not significant when analyzing gene 

expression changes in standard reared animals. In this sense, these findings are in accordance 

with the concept of “glial priming”. Previous studies demonstrated that “primed” glia cells are 

characterized by an activated morphology with enlarged cell bodies, accompanied by persistent 

lower expression levels of pro-inflammatory cytokines (33). However, the inflammatory response 

produced by primed glia to a subsequent immune challenge is significantly exaggerated when 

compared to typical glia cells that receive a similar challenge, and this aberrant response is 

associated with detrimental brain functioning and cognitive impairment (38). Previous evidence 

supports this idea since infant maternal care deprivation was associated with increased number, 

density, and surface area of glia cells in the brain (39). 

Interestingly, we also found that higher mRNA levels of Nfkb1 in the mPFC was 

correlated with lower working memory performance, suggesting a close link between NF-κB 

signaling and cognition. This is consistent with previous findings showing that enhanced cortical 

activation of NF-κB signaling pathway is accompanied by impairment of working memory 
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functioning, particularly due to the deleterious effect of neuroinflammation on cognitive abilities 

(40). NF-κB is a critical transcription factor implicated in the regulation of inflammatory 

responses, as it enhances the transcription of pro-inflammatory cytokines, including TNF-α, IL-

1β and IL-6, as well as the oxidative stress related enzyme cyclooxygenase 2 (41). In this sense, 

our data fits well with the hypothesis that by controlling NF-κB signaling in the brain, it would be 

possible to prevent working memory impairment in cognitively-impaired individuals (40), 

including those affected by early life stress. However, it still remains to be revealed whether the 

blockage of cortical NF-κB gene expression would rescue the cognitive deficits induced by the 

exposure to TLR-3 activation and infant maternal care deprivation. 

In conclusion, the present study provides further evidence to support the idea that early 

life stress is a major risk factor to cognitive impairment, and that one possible pathway involved 

with this phenotype is through altered neuroinflammation (34). In particular, we demonstrated 

that the systemic activation of TLR-3 during adolescence is capable of exacerbate working 

memory impairments attributed to infant maternal care deprivation, and that this effect is 

accompanied by modifications in cortical gene expression of Il6, Nfkb1 and Tlr3. In this sense, 

our study adds further weight to the notion that interventions targeting anti-inflammatory 

pathways may be highly promising for the treatment of neurocognitive disorders (42), especially 

those that early life stress is accounted as a major risk factor. 
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Figures 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. 

A, Experimental design. B, Percent time in novel arm in the Y-maze working memory test. C, Locomotor activity in 

the Y-maze working memory test. #, treatment (Poly I:C x Vehicle) effect in the ANOVA. @, group (AFR x MD) 

effect in the ANOVA. *, p < 0.05. AFR, animal facility rearing. MD, maternal deprivation. n = 10/12 per group. 
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Figure 2. 

A, Tlr3 gene expression levels in the mPFC. B, Il6 gene expression levels in the mPFC. C, Tnf-α gene expression 

levels in the mPFC. D, Nfkb1 gene expression levels in the mPFC. E. correlation analysis between Nfkb1 gene 

expression and working memory performance score. #, treatment (Poly I:C x Vehicle) effect in the ANOVA. @, 

group (AFR x MD) effect in the ANOVA. *, p < 0.05. **, p < 0.01. AFR, animal facility rearing. MD, maternal 

deprivation. n = 6 per group.  
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