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RESUMO

O periodo neonatal corresponde ao periodo onde as primeiras
ligagbes sociais do animal sdo formadas e o organismo esta muito
sensivel aos efeitos de estimulos ambientais. Nas ultimas décadas,
tem havido um grande interesse em compreender quais fatores do
ambiente neonatal e de que forma estes fatores podem exercer
influéncia na fisiologia e no comportamento de animais que tiveram
qualquer tipo de intervencdo neste periodo. Quando adultos, os
animais que sofreram intervencdo neonatal apresentam uma menor
secrecdo de corticosterona e um retorno mais rapido a concentragao
basal, quando submetidos a estimulos estressores. Além de alterar o
eixo hipotalmo—hipofise-adrenal, estudos demonstram que ratas
manipuladas apresentam ciclos estrais anovulatérios e ha uma
reducdo do comportamento sexual tanto em machos quanto em
fémeas, alterando assim o0 eixo hipotdlamo-hipo6fise-gbnada. A
intervencdo neonatal também altera a relacdo maée-filhote. Sendo
assim, o presente trabalho teve por objetivo analisar se diferentes
tipos de intervencdo ambiental (manipulacdo, separacdo e
estimulacdo com pincel) promovem alguma alteracdo na relacao

mae-filhote e no comportamento dos animais adultos.

Ao parirem (Dia 0), as ratas com suas ninhadas foram divididas
em quatro grupos: nao manipulado (controle), que nao foram
tocados durante os 10 primeiros dias apds o0 nascimento;
manipulados, que foram manipulados gentilmente pelo
experimentador durante 10 minutos por dia, nos 10 primeiros dias de
vida; separados, que foram separados da mae durante 10 minutos
por dia, nos 10 primeiros dias de vida; e estimulacdo tatil com pincel,

que foram separados da mae durante 10 minutos por dia, nos 10



Xiii

primeiros dias de vida, e durante este tempo foram estimulados com
0 auxilio de um pincel

No experimento 1 foi realizado o registro do comportamento
maternal, apés o procedimento experimental, no 1°, 5° e 10° dia
pos-parto. Neste experimento, foram analisados o comportamento da
mae de lamber os filhotes e de amamentacdo com dorso arqueado.

No experimento 2 o0s ratos machos com aproximadamente 90
dias de idade e que sofreram intervencdo neonatal, passaram pela
analise comportamental. Foi analisada a exploracdo a ambientes
novos e medo no campo aberto. No experimento 3, foi analisada a
resposta da liberacdo de prolactina apds estresse por contencao,
também nos ratos machos com cerca de 90 dias de idade que

sofreram intervencdo neonatal.

Os resultados mostram que ratas, cujos filhotes foram
manipulados no periodo neonatal apresentam um aumento na
duracdao do comportamento de lamber em relacdo aos grupos néao
manipulado, separado e estimulacdo tatil com pincel. No campo
aberto ocorreu uma reducao na laténcia de entradas no centro do
campo aberto, bem como um aumento no tempo de permanéncia no
centro, em ratos que foram separados e manipulados em relacdo aos
demais. Nossos resultados mostram também que todos os grupos
apresentaram um aumento na resposta da prolactina plasmaéatica

quando submetidos ao estresse apés 15 minutos de contencéo.
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INTRODUCAO

Resposta de um organismo ao estresse

A homeostase € um processo de coordenacao fisiolégica o qual
mantém estavel a maior parte dos estados no organismo. Este
equilibrio estdvel pode ser constantemente ameacgado por uma
variedade de disturbios ou estimulos, tanto externos quanto internos.
Nestas situacbes de ameaca ou perigo, 0s organismos desencadeiam
diversas respostas adaptativas que visam manter a homeostasia,
chamadas de respostas ao estresse. As respostas ao estresse que
habilitam um organismo a enfrentar uma ameaca ou desafio de
estimulos ambientais consistem em um complexo conjunto de
componentes enddOcrinos, neurovegetativos e comportamentais
(Meerlo et al., 1999).

Os dois principais sistemas neuroendocrinos envolvidos em
integrar as respostas a um estressor sdo o eixo hipotadlamo-hipéfise-
adrenal (HPA) e o sistema neurovegetativo simpético. A ativacdo do
eixo HPA resulta na liberacdo de cortisol ou corticosterona do cortex
da adrenal. O aumento da atividade catecolaminérgica e da ativacao

deste eixo integrado com diversos outros sistemas neuroenddécrinos,



regulam a funcdo vascular e a captacdo de energia, facilitando as
respostas comportamentais adequadas e servindo para manter a
homeostase (Meaney et al., 1993; Meerlo et al., 1999). Para que isto
ocorra, os neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo,
sintetizam e secretam o hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e
arginina-vasopressina (AVP), que irdo atuar ativando a hipofise
anterior e promovendo a liberacdo do hormdnio adrenocorticotrofico
(ACTH). Este, por sua vez ira promover a secrecao de glicocorticoides
pelo cortex da adrenal (Handa et al, 1994; Francis et al., 1996;
Herman & Cullinan, 1997).

Os glicocorticéides, em um organismo adulto, servem para
regular diversas funcfes que visam a manutencdo dos processos
metabdlicos basicos, bem como a regulacdo de um organismo em
resposta ao estresse. No homem, o glicocorticoide de maior
importancia € o cortisol e no rato, a corticosterona. A maior parte dos
efeitos da corticosterona sao rapidamente revertidos em um
organismo adulto, entretanto a administracdo deste hormaonio
durante o desenvolvimento tem mostrado efeitos permanentes no
crescimento e na diferenciacdo de diversos sistemas, incluindo o
sistema nervoso central (SNC) (Levine, 2001).

A ativacdo do sistema neurovegetativo simpatico também é
induzida em resposta ao estresse e resulta na liberacdo de
noradrenalina (NA) nos terminais sinapticos e pela medula da adrenal
na corrente sanglinea, onde, junto com os glicocorticéides irdo
aumentar a lipdlise, a glicogendlise e o catabolismo de proteinas.
Além desta descarga periférica, o estresse também induz a secrecao
de noradrenalina no SNC, sendo que grande parte origina-se no
Locus coeruleus (LC) (Melia & Duman, 1991; Konstandi et al., 2000).

Assim, as catecolaminas promovem diversas alteragcdes nas funcdes



vegetativas, o que ird contribuir para que o organismo mantenha o
equilibrio homeostéatico durante o estresse (Kopin, 1995).

A corticosterona é um dos principais horménios avaliados na
resposta a diversos tipos de estressores, entretanto a prolactina
(PRL) também responde a esses estimulos, sendo utilizada como um
eficiente marcador da resposta ao estresse. Em ratos, tanto em
machos quanto em fémeas, a exposicdo aguda a diversos tipos de
estressores resulta em um consideravel aumento nos niveis
plasmaticos de prolactina (Wilson et al., 2000). Dentre os estimulos
estressores, podemos citar o estresse por éter, por contencédo, e por
calor (Freeman et al., 2000). Diferentemente da resposta da
corticosterona, que é mais tardia e prolongada, a prolactina retorna
aos niveis basais dentro de aproximadamente 15 minutos. Foi
demonstrado que, o pico de concentracdo plasmatica de PRL ocorre
entre 2 e 5 minutos ap0s 0 estresse por exposicado ao éter e o retorno
as concentracfes basais ocorre apdés 5 minutos (Wakabayashi et al.,
1971). Sendo assim, os niveis de PRL juntamente com os de ACTH
podem ser considerados, como indice quantitativo das respostas a

diferentes estressores (Freeman et al, 2000).

Periodo hiporresponsivo ao estresse

Ao nascerem os mamiferos ndo estdo com o sistema nervoso
(SN) plenamente desenvolvido. Logo apds o nascimento, o SN de
ratos, € sensivel a alteracbes ambientais. O desenvolvimento de
respostas adaptativas ao estresse pode ser modificado por eventos
que ocorrem nesta época (Meaney et al., 1993). Durante as duas

primeiras semanas de vida, em ratos, a concentracdo de



corticosterona plasmatica ¢é baixa e permanece assim até
aproximadamente o 14° dia de vida. Além disso, as concentracdes
hipofisarias de ACTH, e hipotalamicas de CRH, também sao
diminuidas neste periodo. Assim, estimulos que normalmente
induziriam o aumento de ACTH em adultos sdo incapazes de fazé-lo
em animais neonatos, durante esta fase. Este periodo € chamado de
periodo hiporresponsivo ao estresse (Levine, 2001; Sapolsky &
Meaney, 1986).

Em geral, h4& uma reducdo da resposta do eixo HPA a maior
parte dos estressores no periodo hiporresponsivo ao estresse,
entretanto esta resposta € muito variavel, dependendo da idade do
animal, do tempo e do tipo de estressor ao qual ele é submetido (De
Kloet et al., 1998). Foi demonstrado que o eixo HPA de ratos
neonatos responde a estimulos ambientais de uma maneira peculiar,
diferente de um animal adulto (Dent et al., 2000). Neste periodo
ocorre uma dgrande captacdo de glicocorticoides pela hipofise,
demonstrando um aumento da sensibilidade do eixo HPA, induzindo
uma reducao na secrecao de ACTH em resposta a altos niveis de CRH
(Sapolsky & Meaney, 1986).

Em ratos, a administracdo de altas doses de glicocorticoides
causa um decréscimo na mitose, na mielinizacdo e altera a
neuromorfogénese (Bohn, 1980). Sendo assim, a manutencao de
uma baixa concentracao de corticosterona durante o desenvolvimento
do rato é necesséaria para um desenvolvimento normal do animal
(Levine, 2001). O periodo hiporresponsivo ao estresse €, entdo, um
importante mecanismo para proteger o filhote de uma secrecédo
aumentada de glicocorticoides, durante o periodo critico de
desenvolvimento cerebral (Sapolsky & Meaney, 1986). Devido a este

fator, o neonato necessita do cuidado maternal nesta fase, para



diminuir a exposicdo do mesmo a estressores (Sapolsky & Meaney,
1986).

Estimulacbes aparentemente inofensivas ou estimulos
estressores como frio e choque elétrico Durante o periodo
hiporresponsivo ao estresse, induzirdo alteragcdes comportamentais e
endocrinas na vida adulta devido a baixa reatividade corticoadrenal
(Levine, 1994). Eventos estressantes durante este periodo podem
influenciar tanto na maturacdo do eixo HPA, quanto no
comportamento do rato na vida adulta (Aguiar et al., 1997). Sendo
assim, estudos que envolvem modelos de estresse neonatal podem
ser uma ferramenta importante na investigacao das interacdes entre

o0 ambiente e as alteracdes na vida adulta (Meerlo et al., 1999).

Estimulacéo neonatal

O periodo neonatal corresponde a fase onde as primeiras
ligacdes sociais do animal sdo formadas (Scott, 1962). Neste periodo
0 organismo esta muito sensivel aos efeitos de estimulos ambientais.
As alteracbes comportamentais e neuroenddcrinas induzidas pela
estimulacdo neonatal parecem perdurar ao longo da vida do animal
(Francis et al., 1996).

Fatores externos, como a presenca da mae, podem interferir
nos processos fisiolégicos dos filhotes (Suchecki et al., 1993). O
comportamento de ratos adultos que foram manipulados no periodo
neonatal é afetado pelos estimulos ambientais combinados com a
resposta imediata da méae aos filhotes (Villescas et al., 1977).

Nas ultimas décadas tem havido um grande interesse em saber

quais sao os fatores do ambiente neonatal e de que forma estes



fatores podem exercer influéncia na fisiologia e no comportamento de
animais que tiveram qualquer tipo de intervencdo no periodo
neonatal. Os modelos experimentais de estimulagcdo e separacao
neonatal tém sido utilizados para esta analise (Kalinichev et al.,
2002).

A intervencdo neonatal altera a relacdo méae-filhote (Liu et al.,
1997) e a influéncia maternal nas preferéncias sociais e sexuais em
mamiferos (Beauchamp & Hess, 1973; Kendrick et al., 1998). A
intervencdo neonatal tem como objetivo avaliar como uma
interferéncia ambiental nos primeiros dias de vida pode promover
mudancas fisiolégicas, bem como respostas neuroenddécrinas e
comportamentais, na vida adulta (Denenberg, 1964; Levine et al.,
1967; Hess et al., 1969; Sieck & Ramaley, 1975; Lehmann et al.,
1999; Kalinichev et al., 2002).

A estimulacdo durante o periodo neonatal pode inibir a
atividade da enzima ornitina descarboxilase (ODC) (Schanberg &
Kuhn, 1995). Esta enzima é limitante na sintese de poliamidas e se
encontra em alta concentracdo nas células em divisdo de tecidos em
crescimento (Gilad et al., 2000).

A manipulacdo, durante as duas primeiras semanas de vida de
roedores, diminui a responsividade do eixo HPA ao estresse em
animais adultos (Levine, 1993; Meaney et al., 1996; Liu et al., 2000).
Esta manipulacdo altera a diferenciacdo do eixo HPA, promovendo
mudancas nos padrbes comportamentais e de resposta ao estresse
em animais adultos (Levine et al., 1967; Hess et al., 1969; Levine,
1993; Meaney et al., 1993; Nunez et al., 1996; Meaney et al., 1996;
Meerlo et al., 1999; Liu et al., 2000; Levine, 2001). Foi demonstrado
que o modelo de manipulacdo causa uma reducdo nas concentracdes

de mMRNA para o CRH na amigdala central e um menor conteudo



deste horménio no LC (Francis et al., 1999). Existe também uma
atenuacdo da ativacdo do LC induzida pelo CRH, o que resulta em
pequenos aumentos de noradrenalina do PVN no hipotalamo, apds o
estresse por contencao (Liu et al., 2000).

Os animais manipulados no periodo neonatal também
apresentam um aumento de receptores GABAérgicos nas células
noradrenérgicas do LC e do nucleo do trato solitario (NTS), assim
como um aumento de receptores benzodiazepinicos na amigdala
central, LC e NTS (Francis et al., 1999; Caldji et al., 2000).

Lucion et al. (1999) demonstraram que a manipulacao neonatal
pode afetar o numero de neurdnios em diferentes areas do SNC de
ratos. A manipulacdo promove na amigdala medial, uma diminuicao
Nno numero de neurdnios aos 11 e 90 dias de idade, como também
nos neurdnios das camadas 2 e 3 do cortex frontal aos 11 dias de
idade, em ratos machos e fémeas Ratos manipulados também
apresentam uma reducdo no numero e no volume de células no LC,
tanto em machos quanto em fémeas, quando comparados ao grupo
controle (Lucion et al., 2003).

A  manipulacao neonatal também causa  alteracdes
comportamentais. Em ratos, reduz respostas emocionais no adulto
expressadas por um aumento na atividade exploratéria, a qual é
interpretada pelo medo a ambientes novos (Levine et al., 1967;
Bodnoff et al., 1987; Fernandez-Teruel et al., 1991). Isto foi
observado tanto em machos quanto em fémeas (Padoin et al., 2001).
O comportamento sexual também sofre uma diminuicdo em ambos os
sexos, em animais que sofreram manipulacido neonatal (Padoin et al.,
2001). Outro comportamento que se apresenta alterado apdOs este
estimulo neonatal é o agressivo maternal. A manipulacdo aumenta

este comportamento em fémeas lactantes (Padoin et al., 2001).



Varios estudos mostram que a atividade do eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadal (HPG) pode sofrer alteracfes em animais que foram
manipulados no periodo neonatal. FEmeas manipuladas durante este
periodo, além de apresentarem uma diminuicdo no comportamento
sexual, (Padoin et al., 2001) apresentam ciclos estrais anovulatérios
0 que demonstra uma capacidade reprodutiva reduzida (Gomes et al.,
1999). Gomes et al. (2005), demonstraram que hormadnios
relacionados a ovulacdo e ao comportamento sexual em fémeas,
também estdo alterados em ratos que foram manipulados nas duas
primeiras semanas de vida.

A manipulacdo de ratos no periodo pés-natal pode afetar o
desempenho em tarefas de aprendizado, além da reatividade ao
estresse (Anisman et al., 1998). A manipulacdo, ou qualquer outro
tipo de intervencdo do animal no periodo neonatal provoca disturbios

na relacdo méae-filhote (Levine, 1993).

Separacao maternal

A separacdo maternal consiste em afastar os filhotes da méae
por um periodo que pode variar de 10 minutos a 24 horas, durante as
duas primeiras semanas de vida. Os diferentes tempos de separacao
irdo causar diferentes respostas no animal adulto. Este rompimento
mé&e-filhote pode alterar a diferenciagdo no SN dos filhotes.

A atividade do eixo HPA em ratos neonatos parece depender da
presenca da made, uma vez que a resposta ao estresse € maior em
animais que foram separados por um uUnico periodo de 24 horas da
méae do que nagueles em que a relacdo mae-filhote ndo sofreu

interferéncia (Suchecki et al., 1993). Estes resultados sugerem que o
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eixo HPA parece estar quiescente nos ratos neonatos devido a
presenca da mae (Smith et al., 1997). A separacdo neonatal induz
mudancas permanentes no desenvolvimento neuronal, produzindo
alteracfes comportamentais, neuroquimicas e imunoldgicas (Mathews
et al., 1996).

Estudos demonstram que ratos adultos, separados da méae por
180 minutos por dia no periodo neonatal, apresentam aumento nos
niveis de mMRNA de CRH no PVN, hipersecrecdo de ACTH e de
corticosterona em resposta a um estimulo estressante, e aumento do
retorno aos niveis basais desses hormoénios, quando comparados a
ratos que foram separados por 15 minutos neste mesmo periodo
(Plotsky & Meaney, 1993; Huot et al., 2001). Animais separados por
180 minutos apresentam maior liberacdo de ACTH e NA em resposta
ao estresse por contencdo em relacdo a animais controle, entretanto
as concentracoes basais permanecem iguais (Liu et al., 2000).

A separacao por um unico periodo de 24 horas, aos 11 dias de
idade, causa uma reducdo na concentracdo dos receptores de
glicocorticdides no PVN aos 20 dias de idade, entretanto este
processo é revertido quando os filhotes recebem alimento e estimulo
tatil na area anogenital (Van Oers et al., 1999).

Foi demonstrado, que a separacdo neonatal por 3 horas no
periodo neonatal, aumenta a secrecédo de corticosterona em resposta
ao estresse, em machos, e a ansiedade em resposta a variagoes
ambientais (Kalinichev et al., 2002). Animais separados no periodo
neonatal diminuem o comportamento agressivo maternal quando
adultos (Boccia & Pedersen, 2001).

Ao contrario do que acontece com uma estimulacdo breve, que
faz com que haja uma reducdo do medo a ambientes novos. Apés a

separacdo de 180 minutos durante o periodo neonatal, os animais
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adultos apresentam um aumento na ansiedade, tanto em machos
quanto em fémeas. Isto é evidenciado por uma diminuicdo no numero
de entradas no bracgo aberto do labirinto em cruz elevado e no campo
aberto ha uma reducdo na locomocdo em relacdo ao grupo controle
(Wigger & Neumann, 1999).

A separacdo maternal altera o comportamento reprodutivo de
ratos machos adultos que, quando separados da mé&e no periodo
neonatal, durante 6 horas por dia, apresentam um aumento na
laténcia de montar uma fémea receptiva (Rhees et al., 2001).

A separacgao diaria de 180 minutos no periodo neonatal altera o
comportamento alimentar em machos adultos que, quando privados
de comida, apresentam uma laténcia maior em se aproximar do
alimento apés esta privacdo. JA os animais que foram manipulados
por 15 minutos apresentam uma laténcia menor (lwasaki et al.,
2000).

Estimulacédo tatil com pincel

Variadas formas de estimulacdo tatil tém sido usadas em
estudos de intervencao em filhotes prematuros com relativo sucesso
(Field, 1980; Pauk et al., 1986). A estimulacdo tatil com pincel
previne ou reverte os efeitos da separagao maternal nos ratos filhotes
e facilita o ganho de peso nos filhotes prematuros (Pauk et al., 1986).
Ratos que foram separados no periodo neonatal apresentam uma
reducdo na secrecdo de hormonio do crescimento (GH) e nos niveis
da enzima que regula a sintese de poliamidas: a ODC. Este declinio
pode ser devido a perda da estimulacdo tatili da mae. Foi

demonstrado que estimulos realizados nos filhotes com o auxilio de



12

um pincel podem reverter este declinio, normalizando a atividade do
GH e da ODC (Schanberg et al., 1984).

Assim, essas alteracdes fisioloégicas e enddcrinas observadas
em animais neonatos e adultos podem ser devidas a interferéncia na
relacdo mae-filhote, em um periodo critico para o desenvolvimento
do SNC de roedores. Maes que foram privadas durante algum periodo
de suas ninhadas lambem, cuidam e ao amamentar adquirem uma
postura de protecdo, mantendo-se em cima dos filhotes com maior
frequéncia do que aquelas cuja relacdo mae-filhote n&o sofreu

interferéncia (Liu et al., 1997).

Comportamento maternal

O comportamento maternal em ratas consiste de varios
elementos integrados e que estao relacionados com a nutricdo e o
cuidado dos filhotes. Eles podem envolver diretamente os filhotes
(amamentacao, lambida, busca de filhotes) ou n&o (construcéo de
ninhos, agressdo maternal). Este padrdo complexo aparece
espontaneamente em maes primiparas. Perto da data do parto, a
mae inicia uma sequéncia de mudancas comportamentais que visam
receber adequadamente os filhotes. Ela muda seus padrdes de
limpeza corporal, levando mais tempo na limpeza da regido mamaria
e, alguns dias antes do parto, ela constr6i um ninho com o substrato
disponivel (Numan, 1994).

Uma das hipoteses que poderia explicar o rapido surgimento do
comportamento maternal, seriam as mudancas hormonais que
ocorrem no término da gestacdo (Numan, 1994). No final da

gestacao e durante os primeiros dias de lactacdo, a fémea passa por
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mudancas hormonais (Numan, 1994) e comportamentais importantes
que induzem e habilitam-na a proteger e orientar a ninhada (Stern &
Johnson, 1990).

Entretanto, uma vez estabelecida a interacdo mae-filhote, a
resposta maternal passa a ser induzida por estimulo dos filhotes,
independentemente de hormoénios (Leengoed et al., 1987). A rata
lactante precisa de varios estimulos, além das mudancas hormonais
causadas pela gestacdo em si, para estabelecer uma resposta
maternal. O principal estimulo é a presenca dos filhotes, que atrai a
atencdo da mae, com alguns comportamentos como vocaliza¢cOes e
movimentos do corpo (Polan & Hofer, 1999) e pelo olfato (Moore,
1985; Jans & Leon, 1983a).

Em ratos, o comportamento maternal ocorre com maior
freqiéncia nos primeiros dez dias apdés o parto, diminuindo
gradualmente. Os filhotes de ratos, assim como a maioria dos
roedores, nascem altriciais, isto €é, sdo parcialmente imodveis,
desprovidos de pélos, surdos e cegos, incapazes de se locomover e

de regular sua temperatura (Grota & Ader, 1969; 1975).

Durante o periodo da lactacdo, as maes apresentam
comportamento de cuidar dos filhotes e manifestam-no pela busca
dos mesmos quando estes se afastam do ninho, pela estimulacdo da
miccgcao por meio da lambida anogenital, pelo posicionamento sobre os
filhnotes para prové-los de nutricdo e calor, construcdao do ninho e
defesa contra intrusos (Grota & Ader, 1969; Stern & Johnson, 1990;
Albert & Walsh, 1995). Nos primeiros dias de vida dos filhotes, as
lactantes passam até 85% do tempo total junto deles (Grota & Ader,
1969). Elas podem se manter por cima da ninhada com uma postura
arqueada, o que faz com que as mamas figuem mais expostas e

facilita a ejecdo do leite pelo estimulo de succdo dos filhotes. A
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postura cifética s6 ocorre para filhotes vivos e quentes. Para essa
postura, € necessario que 0os mesmos estejam presos aos mamilos
(Stern & Johnson, 1990).

Até aproximadamente o 12° dia de vida, € a mae que toma
iniciativa de se aproximar dos filhotes. ApGOs este periodo, os filhotes
estao aptos a se locomoverem e a deixar o ninho, entdo sdo eles que
se aproximam da mae para requererem cuidados (Leon & Moltz,
1971). Nesta idade, a mde nao recolhe mais os filhotes; caso eles
saiam do ninho, reconhecem a mae pelos feromonios emitidos pelas
fezes desta (Leon, 1974). Depois de duas semanas do nascimento ha
um declinio gradual dos cuidados maternos, até que ocorra a rejeicao
dos filhotes pela mae no desmame, que ocorre aproximadamente aos

28 dias de vida (Reisbick et al., 1975).

Interacbes normais na relacdo mae-filhote sdo importantes
para o crescimento e desenvolvimento adequados dos mamiferos. A
interrupcdo de estimulos sensoriais providos pela mée tem efeitos
negativos no desenvolvimento da ninhada em muitas espécies (Pauk
et al., 1986; Schanberg & Kuhn, 1980). O contato fisico ativo provido
pela mae ¢€é particularmente importante para a regulacdo dos
processos de crescimento normal em filhotes de mamiferos. Alguns
estudos tém demonstrado que mesmo a separacdo por um curto
espaco de tempo deste contato maternal (privacdo maternal), produz
uma série de efeitos no filhote (Pauk et al., 1986). Isso inclui uma
reducdo na atividade ODC, que é um indice sensivel de crescimento e
diferenciacdo celular, na diminuicdo da secrecao do GH, bem como
um aumento na secrecdo de corticosterona (Anderson & Schanberg,
1975; Pauk et al., 1986). Estes efeitos ndo sdo relacionados a

mudancas em fatores nutricionais ou regulacdo de temperatura, mas
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resultam de uma alteracdo da estimulacdo maternal ativa (Kuhn et
al., 1978).

Diversos estudos relacionados ao desenvolvimento de roedores
demonstram que a mae € responsavel por regular diversas respostas
fisiologicas nos filhotes, como por exemplo, a frequéncia cardiaca, os
ciclos de sono/vigilia e a producao de GH (Levine, 2001). Este autor
demonstrou que ratos com duas semanas de idade, se separados por
24 horas da mae, apresentam um decréscimo de 40% da frequéncia
cardiaca. Este decréscimo ocorre devido a auséncia do leite materno
e pelo rompimento do contato maternal e é revertido assim que a
mé&e retorna (Levine, 2001).

Filhotes em que a méae despende mais tempo para cuida-los,
lambendo-os mais, apresentam quando adultos um aumento de
receptores para glicocorticoides no hipocampo e uma reducdo na
secrecdo de ACTH e corticosterona em resposta ao estresse (Liu et
al., 1997). Esta resposta é similar a de animais que sdo manipulados
no periodo neonatal.

Em diversas espécies de mamiferos o papel do comportamento
maternal €& evidenciado em estudos de privacdo maternal
(Champagne et al., 2003). Estudos demonstram que alteracbes ou
interferéncias na relacdo maéae-filhote durante o periodo neonatal,
como a manipulacdo ou a separagao maternal, podem provocar
disturbios nessa relacdo, modificando o comportamento da mae em
relacdo aos filhotes. Maes de filhotes que foram manipulados no
periodo neonatal cuidam mais da prole, ou seja, lambem mais seus
filhnotes quando comparadas a animais controle. Macri et al. (2004)
demonstraram que animais que foram separados da mae por um
periodo de 3 horas, induziram um aumento no comportamento

maternal quando comparados a animais controle. Portanto, postula-
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se que alteracdes na relacdo mae-filhote seriam responsaveis pelo
padrdao comportamental e neuroendécrino observado em ratos que
sofreram intervencdo no periodo neonatal.

Acredita-se que as intervencdes realizadas no periodo
hiporresponsivo ao estresse podem ter um efeito proprio, bem como
podem induzir um aumento do comportamento maternal, devido a
uma alteracdo na relacdo méae-filhote. O procedimento realizado pelo
experimentador seria um estimulo para aumentar o comportamento
da mé@e em relacdo a prole. Sendo assim, diversos estudos tentam
esclarecer se o0s efeitos comportamentais e neuroenddcrinos
observados em um animal que sofreu intervencdo no periodo

neonatal sdo devidos a intervencdo em si ou ao comportamento da

mae ao retornar para o ninho.



Justificativa




JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o periodo neonatal corresponde a uma fase onde
as primeiras ligacdes sociais do animal sdo formadas e o organismo
estd muito sensivel aos efeitos de intervencbes ambientais.
Alteracdes no periodo neonatal causam mudancas neuroenddcrinas e
comportamentais que parecem perdurar ao longo da vida do animal.
Nas Jdltimas décadas tem havido um grande interesse em
compreender quais fatores do ambiente neonatal e como estes
fatores influenciam a fisiologia e o comportamento dos animais.
Dentre os véarios fatores que vém sendo estudados pela comunidade
cientifica, a relacdo mae-filhote parece interferir no desenvolvimento
e nos processos fisiolégicos dos filhotes e como consequéncia, nos
seus comportamentos.

Este trabalho busca elucidar a seguinte questdo: se as
alteracbes neuroendoécrinas e comportamentais observadas no animal
adulto que sofreu intervencdo neonatal sdo devidas ao aumento do
comportamento maternal no retorno dos filhotes ao ninho ou ao tipo
de intervencdo (manipulacdo, separacdo ou estimulacdo tatil com

pincel) que o filhote recebe no periodo neonatal.
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OBJETIVO

Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo analisar se diferentes
tipos de intervencédo neonatal (manipulacéo, separacédo e estimulacao
com pincel) promovem alguma alteragcdo na relacdo mae-filhote, no
comportamento dos filhotes quando adultos e na resposta ao

estresse.

Objetivos especificos

e Comparar o efeito dos diferentes tipos de intervencdes
realizadas nos filhotes sobre o comportamento maternal de fémeas
com o comportamento de fémeas lactantes cujos filhotes ndo tiveram
nenhuma intervengdo nos 10 primeiros dias de vida.

e Analisar o efeito dos diferentes tipos de intervencdes
neonatal sobre o comportamento exploratério de machos na idade

adulta, pelo teste do campo aberto.
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e Avaliar a concentracédo plasmatica de prolactina (PRL) apos
estresse por contencdo nos animais que sofreram intervencao no

periodo neonatal.



Material e Métodos
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas prenhas, primiparas, da variedade
Wistar, provenientes do biotério da Universidade do Vale do Rio dos
Sinos. Estas ratas foram colocadas em caixas de acrilico transparente
com maravalha servindo de substrato e tiveram o momento do parto
controlado rigorosamente. No dia seguinte ao nascimento, as
ninhadas foram padronizadas aleatoriamente em oito filhotes. Aos 21
dias de idade os filhotes foram desmamados e machos e fémeas
foram colocados em caixas separadas, até a idade adulta. Todos os
animais foram mantidos no biotério sob um ciclo claro-escuro de
12:12 horas, com inicio da fase escura as 16:00 horas. A
temperatura do biotério foi mantida constante em torno de 22° C.
Todos os animais tiveram livre acesso a dgua e comida durante todo

0 periodo desta pesquisa.
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Grupos experimentais

Ao parirem (dia 0), as ratas com suas ninhadas foram divididas
em quatro grupos:

e Nado manipulado (controle): animais que nao foram
tocados pelos experimentadores nem pelos tratadores durante os 10
primeiros dias ap6s o nascimento (Figura 1). Apés este periodo, as
caixas eram limpas conforme a rotina do biotério.

e Manipulados: animais que foram separados da mée e
manipulados durante 10 minutos por dia, nos 10 primeiros dias de
vida. A manipulagdo consistiu em retirar a méae da caixa-residéncia e
colocad-la em uma sala separada. Os filhotes foram afastados do
ninho e gentilmente manipulados, todos juntos, pelo pesquisador que
utilizou luvas de latex, durante 10 minutos. Logo apés, os filhotes
foram devolvidos para suas caixas-residéncia e a méae era colocada
junto a eles novamente (Figura 2).

e Separados: animais que foram separados da mae durante 10
minutos por dia, nos 10 primeiros dias de vida (Figura 3). Neste
procedimento a mae foi retirada da caixa-residéncia e colocada em
outra sala durante 10 minutos e os filhotes permaneceram na caixa-
residéncia sem sofrer nenhum outro tipo de intervencéo.

e Estimulacao tatil com pincel: animais que foram separados
da mae durante 10 minutos por dia, nos 10 primeiros dias de vida e
durante este periodo foram estimulados com o auxilio de um pincel
(Figura 4). Para tanto, a mae foi retirada da caixa-residéncia e
colocada em uma sala separada. Os filhotes permaneceram no ninho
e foram estimulados tatilmente com o auxilio de um pincel de cerdas
macias, que foi passado vigorosamente no dorso dos mesmos por um

periodo de 10 minutos.
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Os procedimentos experimentais (Figura 5) foram realizados no
ciclo claro e iniciaram no dia seguinte ao nascimento dos filhotes,
determinado dia 1 e todos os grupos tinham suas caixas-residéncia

limpas somente a partir do 11° dia ap6és 0 nascimento.

EXPERIMENTO 1

Registro do comportamento maternal

Sequéncia de filmagem do comportamento maternal

Os comportamentos da rata lactante com sua ninhada foram
registrados em video no 1°, 5° e 10° dia pds-parto, durante o ciclo
claro. Os registros foram realizados por 30 minutos, a partir do
momento em que a mae era colocada novamente na caixa-

residéncia, apos os procedimentos experimentais.

Comportamentos observados

Os comportamentos observados durante o registro foram os de
lamber os filhotes e amamentacdo com o dorso arqueado. Lamber os
filhotes inclui lamber o corpo e a regidao anogenital dos mesmos. A
mae utiliza as patas dianteiras para virar o corpo do filhote,
comecando a lamber a regido perineal do filhote, que pode urinar em

resposta. O comportamento de lamber a regido anogenital ocupa
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mais tempo da mae do que lamber outras regibes do restante do

corpo (Moore, 1992).

A amamentacdo com o dorso arqueado ocorre em resposta ao
estimulo na regido ventral da mé&e pelos filhotes. Neste
comportamento a méae curva o dorso, ficando com as patas traseiras
e a cabeca imoveis sendo que as costas podem estar levemente
arqueadas. Se houver um estimulo mais intenso dos filhotes, a méae
fica com o dorso em protuberante arco dorsal e as patas rigidamente

esticadas e imoveis (Stern & Johnson, 1990).

Para o0s comportamentos descritos acima o0s parametros

utilizados foram duracao, frequéncia e laténcia para cada registro de

30 minutos.

Avaliacdo da massa corporal dos filhotes

Para avaliar a massa corporal, as ninhadas foram pesadas no

11° e no 21° dia de idade, durante a limpeza da caixa-residéncia.

EXPERIMENTO 2

Aproximadamente com 90 dias de idade, o comportamento no

campo aberto dos ratos machos foi analisado.
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Registro comportamental no campo aberto

O campo aberto consiste em uma caixa de madeira de 1m?
(Figura 6) com paredes de 50cm de altura, com sua base dividida em
quadrantes de 20cm?, perfazendo um total de 25 quadrados, sendo
16 laterais (proximos as paredes) e nove centrais. O animal era
colocado em um dos cantos, virado para a parede da caixa e
registrou-se seu comportamento em video por 5 minutos. Apds cada
registro o aparato experimental era totalmente limpo com alcool
70%, para a realizacdo do proximo registro.

O teste foi realizado durante o ciclo claro e os comportamentos
analisados foram: atividade exploratdoria (caracterizada pela
locomocédo total e permanéncia no centro), “escanear” e “rearing”
(permanecer sob as duas patas traseiras investigando o ambiente, no
centro do campo aberto ou nas laterais, respectivamente) (Blanchard
& Blanchard, 1988; Blanchard et al, 1990; Lucion et al, 1996).

Todas as analises comportamentais deste trabalho foram
registradas no programa Noldus® (Holanda) e submetidas a analise
estatistica para verificacdo de possiveis diferencas entre os grupos

experimentais.

EXPERIMENTO 3

A resposta da PRL plasmatica apos estresse por contencao foi

analisada em machos com cerca de 90 dias de idade.
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Canulacao da veia jugular

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com
tribromoetanol (Aldrich Chem. Comp. Inc.) 2,5% em solugédo salina. A
dose utilizada foi de 1mL por 100g de peso corporal. Uma canula de
silicone (0,59 x 0,99mm) foi introduzida no atrio direito através da
veia jugular externa direita segundo técnica descrita por Harms &
Ojeda (1974). As cirurgias foram realizadas as 16:00 horas na tarde
anterior as coletas. Até o momento da coleta as canulas ficavam
preenchidas com solucdo fisiolégica estéril. Apds a cirurgia de

canulacéo os ratos foram mantidos em caixas individuais.

Estresse

O estresse foi aplicado colocando o rato num tubo de contencao
por 15 minutos. O tubo era plastico, com pequenas aberturas para a
respiracdo do animal, medindo 14cm de comprimento e 6cm de
diametro.

A primeira coleta de sangue foi realizada 2 minutos antes da
colocacdo do animal no tubo e a segunda, 15 minutos apds o rato

estar no tubo de contencéao.

Coleta de sangue

Todas as coletas de sangue foram realizadas em uma sala
silenciosa. As coletas foram realizadas as 9:00h da manha e cerca de
30 minutos antes da primeira coleta uma extensdo de 20cm de

polietileno (PE50), previamente lavada com soro heparinizado, foi
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conectada a canula de silicone e preenchida com soro fisiolégico
estéril (NaCl 0,9%), com o objetivo de realizar as coletas de sangue
sem ser necessaria a manipulacdo do animal. Amostras de 600 uL de
sangue foram coletadas em seringas plasticas heparinizadas, aos 2
minutos antes do estresse e aos 15 minutos apds o estresse. Apoés

cada coleta um volume igual de solucéo fisioldgica estéril foi reposto.

Em todos os grupos, as amostras de sangue foram colocadas
em tubos plasticos, centrifugadas a 3000 rpm, a 4°C durante 15
minutos sendo o plasma separado e armazenado em um freezer a
-70°cC.

Radioimunoensaio

As concentracdes plasmaticas de PRL foram determinadas por
radioimunoensaio de duplo anticorpo usando Kkits especificos da
National Institute of Arthritis, Diabetes and Kidney Diseases
(NIADDK, Baltimore-USA). Os anticorpos especificos para PRL foram
anti-rat PRL-S9 e a preparacédo padrao foi a PRL-RP3. O 2° anticorpo
foi produzido pelo laboratério do Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci
(Faculdade de Medicina - Depto. de Fisiologia da Universidade de Séo

Paulo - Ribeirdo Preto/SP).

ANALISE ESTATISTICA

Para o calculo da meédia da frequéncia, laténcia e duracdo
(+E.P.M.) dos comportamentos no campo aberto foi usada uma

ANOVA de uma via, com o0 poés-teste de Newman-Keuls quando
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necessario. Para o calculo estatistico da concentracdo plasmatica de
PRL foi usada uma ANOVA de duas vias (grupo analisado e tempo de
coleta), com o pés-teste de Newman-Keuls quando necessario. Na
interpretacdo dos resultados, foram consideradas significativas as

diferencas com indice de significancia de p<0,05.



Figura 1 - Procedimento experimental do grupo nao

manipulado.
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Figura 2 - Procedimento de manipulacdo neonatal por

10 minutos.
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Figura 3

separado.

Procedimento experimental

do grupo

33



Figura 4 - Procedimento experimental do

estimulado tatilmente, com o auxilio de um pincel.

grupo

34



35

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

|
Grupos
Néo / ! l ~~ Estimulago
Manipulado Manipulado Separado tatil com pincel
Estimulo Estimulo Estimulo
Tatil Tatil Tatil

+ 3 + 3

Figura 5 - Resumo esquematico dos grupos experimentais.



Fiura 6 - Rgtro comportametal no cmpo aberto.
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RESULTADOS

Registro do comportamento maternal

Para a analise dos resultados do comportamento maternal foi
realizada a média de cada rata nos trés dias de amostragem, ja que
nao houve diferenca entre os dias analisados, e posteriormente foi
feita uma média geral para cada grupo.

A figura 7 mostra que n&o houve diferenga significativa na
freqiéncia do comportamento de lamber os filhotes entre os quatro
grupos [Fass=1,74, p=0,16]. A figura 8 mostra a duracdo do
comportamento de lamber os filhotes. Pelo teste ANOVA, houve um
aumento significativo na duracao de lamber os filhotes do grupo
manipulado em relacdo aos grupos ndo manipulado, separado e
estimulacéo tatil com pincel [F55=4,61, p=0,005]. A laténcia do
comportamento de lamber os filhotes (Figura 9) apresenta uma
tendéncia a ser diferente no grupo manipulado em relacdo aos
demais, apesar de ndo ser estatisticamente diferente [F s5=2,53,
p=0,06].

As figuras 10, 11 e 12 mostram que n&o houve diferenca

significativa entre os grupos analisados em relacdo a frequéncia,
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duracao e laténcia do comportamento de amamentacdo com o dorso
arqueado [F;55=0,43, p=0,73; F@355=0,77, p=0,51; F3;55=0,8,

p=0,5], respectivamente.

Avaliacdo da massa corporal

As figuras 13 e 14 mostram que nao houve diferenca
significativa no peso corporal da ninhada aos 11 dias e 21 dias de
idade entre os quatro grupos estudados [F(3,44)=1,17, p=0,33; F(3,44)=
0,07, p=0,98], respectivamente.

Registro comportamental no campo aberto

Em relagcdo ao numero de entradas no centro do campo aberto
houve tendéncia de diferenca entre o0s grupos estudados
[F,55=2,46, p=0,07; figura 15]. Por outro lado, a figura 16 mostra
que houve um aumento significativo no tempo de permanéncia no
centro do campo aberto entre os grupos manipulado e separado em
relacio ao n&o manipulado e estimulacdo tatil com pincel
[F@55=3,42, p=0,02]. A laténcia de entradas no centro do campo
aberto foi menor [F55=5,22, p=0,003] entre os grupos manipulado
e separado quando comparados ao grupo nao manipulado e
estimulacéao tatil com pincel (Figura 17).

A figura 18 mostra a frequéncia de locomocéo total no campo
aberto. Nao houve diferenca significativa entre os quatro grupos
[Fess= 2,21, p=0,09]. Em relagao ao tempo de locomocgao total
(Figura 19) os grupos nao apresentaram diferenca estatisticamente

significativa entre si [F(3 s5=0,74, p=0,53].
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A frequéncia do comportamento de “rearing” nao foi
estatisticamente diferente entre o0s grupos nao manipulado,
manipulado, separado e estimulacdo tatil com pincel [F55=0,92,

p=0,43], como mostra a figura 20.

A figura 21 mostra o comportamento de “escanear”. Nao houve
diferenca significativa entre os quatro grupos estudados [F( s5=1,34,
p=0,27].

Resposta da liberacdo de Prolactina apds estresse por

contencao

A figura 22 mostra que nao houve diferenca significativa para o
efeito grupo no basal e apos o estresse [Fz799=1,16, p=0,33]. As
concentragbes de PRL aumentaram ap0s o estresse por contencdo em
todos o0s grupos nao manipulado, manipulado, separado e
estimulacdo tatil com pincel, apds o0 estresse por contencao

[F,799=14,9, p=0,0002].
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Lamber os Filhotes

HE \N3o manipulado (N=15)
1 Manipulado (N=15)
10+ Separado (N=14)
== Estimulacao téatil com pincel (N=15)

Frequéncia

Figura 7 - Média (xEPM) da frequéncia do comportamento de lamber os
filhotes de ratas de ninhadas ndo manipuladas, manipuladas, separadas e
estimulacado tatil com pincel. Cada rata lactante foi analisada durante 30
minutos, apés o procedimento experimental. O nimero de animais (N) é

mostrado entre parénteses.
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Lamber os Filhotes
HE N&o manipulado (N=15)

2001 1 Manipulado (N=15)
b Separado (N=14)
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Figura 8 - Média (£EPM) da duracdo do comportamento de lamber os
filhotes de ratas de ninhadas ndo manipuladas, manipuladas, separadas e
estimulacao tatil com pincel. Cada rata lactante foi analisada durante 30
minutos, apds o procedimento experimental. O niumero de animais (N) é
mostrado entre parénteses. O teste utilizado foi ANOVA de uma via, seguida
pelo pés-teste Newman-Keuls. O nivel de significancia aceito foi de p<0,05.
Diferencas significativas entre os grupos estdo indicadas por letras
diferentes (a e b), enquanto letras iguais indicam a auséncia desta

diferenca.
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Lamber os Filhotes _
HE N&o manipulado (N=15)

1200+ [—1 Manipulado (N=15)
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Figura 9 - Média (+£EPM) da laténcia do comportamento de lamber os
filhotes de ratas de ninhadas ndo manipuladas, manipuladas, separadas e
estimulagcdo tatil com pincel. Cada rata lactante foi analisada durante 30
minutos, apés o procedimento experimental. O nimero de animais (N) é

mostrado entre parénteses.
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Amamentacdo com o Dorso

Arqueado
HE \N3o manipulado (N=15)
1 Manipulado (N=15)
2 5- Separado (N=14)
[==s Estimulacéo tatil com pincel (N=15)

2.0+
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Figura 10 - Média (xEPM) da frequéncia do comportamento de dorso
arqueado de ratas de ninhadas ndo manipuladas, manipuladas, separadas e
estimulacao tatil com pincel. Cada rata lactante foi analisada durante 30
minutos, apds o procedimento experimental. O numero de animais (N) é

mostrado entre parénteses.
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Amamentacao

com Dorso Arqueado
HE N3o manipulado (N=15)
1 Manipulado (N=15)
400- Separado (N=14)

== Estimulacgao tatil com pincel (N=15)
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Figura 11 - Média (+EPM) da duracdo do comportamento de dorso
arqueado de ratas de ninhadas ndo manipuladas, manipuladas, separadas e
estimulacao tatil com pincel. Cada rata lactante foi analisada durante 30
minutos, apds o procedimento experimental. O numero de animais (N) é

mostrado entre parénteses.
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Amamentacao

com Dorso Arqueado HE N30 manipulado (N=15)

1 Manipulado (N=15)
Separado (N=14)
1600+ e Estimulacao tatil com pincel (N=15)
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Figura 12 - Média (xEPM) da laténcia do comportamento de dorso
arqueado ratas de ninhadas ndo manipuladas, manipuladas, separadas e
estimulacao tatil com pincel. Cada rata lactante foi analisada durante 30
minutos, apds o procedimento experimental. O numero de animais (N) é

mostrado entre parénteses.
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Filhotes aos 11 dias
HE N&o manipulado (N=12)

2501 [ Manipulado (N=12)
Separado (N=12)
| == Estimulacao tatil com pincel (N=12)
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Figura 13 - Média (zEPM) da massa corporal (g) das ninhadas aos 11 dias
de idade, dos grupos ndo manipulado, manipulado, separado e estimulacéo

tatil com pincel. O niumero de animais (N) € mostrado entre parénteses.
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Filhotes aos 21 dias
HE N3o manipulado (N=12)

500+ [ Manipulado (N=12)
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Figura 14 - Média (xEPM) da massa corporal (g) das ninhadas aos 21 dias
de idade, dos grupos ndo manipulado, manipulado, separado e estimulacao

tatil com pincel. O numero de animais (N) é mostrado entre parénteses.
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Entradas no Centro do Campo

Aberto
HE N3o manipulado (N=15)
77 1 Manipulado (N=16)
Separado (N=14)
6 EXE=] Estimulagédo tatil com pincel (N=14)
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Figura 15 - Média (£EPM) da frequéncia de entradas no centro do campo
aberto dos grupos ndo manipulado, manipulado, separado e estimulacao
tatil com pincel. Cada animal foi analisado durante 5 minutos. O niumero de

animais (N) € mostrado entre parénteses.
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Permanéncia no Centro do

Campo Aberto
I Ndo manipulado (N=15)
1 Manipulado (N=16)
30- b _b_ Separado (N=14)
== Estimulacdo tatil com pincel (N=14)
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Figura 16 - Média (£EPM) do tempo de permanéncia no centro do campo
aberto dos grupos n&do manipulado, manipulado, separado e estimulacdo
tatil com pincel. Cada animal foi analisado durante 5 minutos. O numero de
animais (N) é mostrado entre parénteses. O teste utilizado foi ANOVA de
uma via, seguida pelo poés-teste Newman-Keuls. O nivel de significancia
aceito foi de p<0,05. Diferencas significativas entre os grupos estdo
indicadas por letras diferentes (a e b), enquanto letras iguais indicam a

auséncia desta diferenca.
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Entradas no Centro do Campo

Aberto
HE N3o manipulado (N=15)
1 Manipulado (N=16)
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Figura 17 - Média (xEPM) da laténcia de entrada no centro do campo
aberto dos grupos n&do manipulado, manipulado, separado e estimulacdo
tatil com pincel. Cada animal foi analisado durante 5 minutos. O niumero de
animais (N) é mostrado entre parénteses. O teste utilizado foi ANOVA de
uma via, seguida pelo pdés-teste Newman-Keuls. O nivel de significancia
aceito foi de p<0,05. Diferencas significativas entre os grupos estdo
indicadas por letras diferentes (a e b), enquanto letras iguais indicam a

auséncia desta diferenca.



52

HE N30 manipulado (N=15)

1 Manipulado (N=16)

Separado (N=14)

1 P Estimulacao tatil com pincel (N=14)

Locomocéo total
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Figura 18 - Média (xEPM) da frequéncia de locomocédo total dos grupos
nado manipulado, manipulado, separado e estimulac¢do tatil com pincel no
campo aberto. Cada animal foi analisado durante 5 minutos. O numero de

animais (N) é mostrado entre parénteses.
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Locomocgéo total _
HE N3o manipulado (N=15)
300- 1 Manipulado (N=16)
Separado (N=14)

250- g Estimulacgao tatil com pincel (N=14)
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Figura 19 - Média (xEPM) da duracédo de locomocao total no campo aberto
dos grupos ndo manipulado, manipulado, separado e estimulacéo tatil com
pincel. Cada animal foi analisado durante 5 minutos. O numero de animais

(N) é mostrado entre parénteses.
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Figura 20 - Média (xEPM) da frequiéncia do comportamento de rearing dos
grupos nao manipulado, manipulado, separado e estimulacdo tatil com
pincel, no campo aberto. Cada animal foi analisado durante 5 minutos. O

numero de animais (N) € mostrado entre parénteses.
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Escanear )
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Figura 21 - Média (xEPM) da freqiiéncia do comportamento de escanear
dos grupos ndao manipulado, manipulado, separado e estimulacdo tatil com
pincel, no campo aberto. Cada animal foi analisado durante 5 minutos. O

numero de animais (N) € mostrado entre parénteses.
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Resposta ao estresse

b EE Ndo manipulado (N=10)

N 350+ 1 Manipulado (N=12)
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Figura 22 - Média (xEPM) das concentracdes plasmaticas de prolactina
(ng/mL) em ratos machos adultos submetidos ao estresse por contencao
dos grupos ndo manipulado, manipulado, separado e estimulacao tatil com
pincel. A veia jugular foi canulada na tarde anterior ao experimento. O
sangue foi coletado na manha seguinte 2 minutos antes e 15 minutos apos
0 estresse. O numero de animais (N) é mostrado entre parénteses. O teste
utilizado foi ANOVA de duas vias, seguida pelo pés-teste Newman-Keuls. O
nivel de significancia aceito foi de p<0,05. Diferencas significativas entre os
grupos estdo indicadas por letras diferentes (a e b), enquanto letras iguais

indicam a auséncia desta diferenca.
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DISCUSSAO

Estudos realizados nas ultimas décadas visam entender quais
sdo os fatores do ambiente neonatal e de que forma estes fatores
influenciam nas respostas neuroendocrinas e comportamentais do
animal adulto, que sofreu intervencdo neste periodo (Denenberg,
1964; Levine et al., 1967; Hess et al., 1969; Sieck & Ramaley, 1975;
Lehmann et al., 1999; Francis et al., 1996; Kalinichev et al., 2002).
Diversos trabalhos enfocam a importancia da relacado mae-filhote no
periodo neonatal para o desenvolvimento dos filhotes (Anderson &
Schanberg, 1975; Pauk et al., 1986). Salientamos que alteracdes na
relacdo maéae-filhote podem ocorrer naturalmente, devido as
diferencas individuais do comportamento maternal em ratos (Liu et
al., 2000). Mas, experimentalmente podemos também interferir nesta
relacdo. Diversos estudos propdem que os efeitos da manipulacdo
neonatal sao causados pela intervencdo na relacdo mae-filhote (Liu et
al., 1997).

Nosso trabalho visou analisar diferentes intervencdes
ambientais, através de uma breve separacdo da mae (manipulacéao,
separacao e estimulacdo tatil com pincel), que pudessem alterar a

relacdo mée-filhote. Buscamos entender se as alteragbes que
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ocorrem no animal quando adulto sdo devidas ao estimulo da mae, a
intervencdo neonatal em si ou até mesmo por uma ruptura no
convivio do ambiente neonatal. Nossos resultados mostraram uma
diferenca significativa na duragdo do comportamento de lamber os
filhotes entre o grupo manipulado e os demais. Maes de ninhadas que
foram manipuladas no periodo neonatal apresentaram um aumento
na duracdo do comportamento de lamber os filhotes, quando estes

retornaram as caixas-residéncia apds o procedimento experimental.

Os animais que foram manipulados no periodo neonatal
(retirados do seu ninho e estimulados pela médo do experimentador)
apresentaram diminuicdo do medo quando adultos. Entretanto, os
animais que foram separados da méae no periodo neonatal por 10
minutos, em que a mae foi retirada da sala e os filhotes
permaneceram na caixa-residéncia sem nenhum estimulo tatil,
apenas com o contato e o cheiro do ninho, ndo apresentaram
alteracbes no comportamento da mae em relagcdo a prole, porém
quando adultos também apresentaram uma diminuicdo do medo. A
partir dos resultados obtidos no presente trabalho sugerimos que o
aumento do comportamento da mae em relacdo ao filhote ndo seja o
fator preponderante para explicar as alteracbes comportamentais
observadas no animal adulto que sofreu intervencdo neonatal.

Em ratos, o principal estimulo tatil nos filhotes é o
comportamento de lamber o corpo e a regiao anogenital dos mesmos
pela mae. Este comportamento €é tado importante quanto a
amamentacao, podendo alterar a plasticidade do sistema nervoso
(Van Oers et al., 1998). Esta estimulacdo da mae é muito importante,
mas devemos considerar também seu toque, seu cheiro e o proprio
ninho, como fatores decisivos para o comportamento do filhote na

vida adulta. Podemos sustentar esta afirmacgao a partir dos resultados
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obtidos no grupo que foi estimulado tatilmente com o pincel, que
permaneceu em seu ambiente e recebeu estimulos que mimetizariam
o0 toque da mée. Estes animais tiveram respostas comportamentais
semelhantes ao grupo ndo manipulado, que permaneceu na caixa
com a mae sem sofrer nenhuma intervencdo durante o periodo
neonatal.

Estudos realizados em nosso laboratorio demonstram a
importancia do ambiente neonatal no desenvolvimento dos filhotes.
Maes de ratos manipulados no periodo neonatal dentro e fora do
ninho, ou seja, metade da ninhada foi exposta a um ambiente novo,
nao apresentam alteracbes no comportamento em relacdo aos
filhotes. Entretanto, os ratos machos que sofreram esta manipulacdo
fora do ninho, apresentam quando adultos, alteracfes
neuroenddcrinas, como uma diminuicdo nas concentracdes
plasmaticas de PRL em resposta ao estresse por contengcdo e
alteracbes comportamentais, como inibicdo do medo e reducao do
comportamento sexual, quando comparados aos irmaos manipulados
dentro do ninho (Benetti, 2005). Estes resultados, juntamente com
0s obtidos no presente trabalho, demonstram claramente que além
do comportamento maternal (estimulacao tatil da méae) o ambiente
neonatal (cheiro e o proéprio ninho) sdo fatores decisivos para o
comportamento dos animais na idade adulta.

Liu et al. (2000) demonstraram que ocorrem naturalmente
(sem nenhuma intervencao externa) diferencas individuais do
comportamento maternal em ratos. Maes mais cuidadosas
apresentam um aumento no comportamento de lamber os filhotes e
de amamentacdo com dorso arqueado em relacdo a maes menos
cuidadosas. Os filhotes que recebem mais cuidados de suas maes

apresentam, quando adultos, uma maior sinaptogénese hipocampal e



61

melhor desempenho em atividades de aprendizado, mostrando assim,
a importancia desta relacao.

Outros estudos propdem que os efeitos da manipulacdo dos
filhotes s&do mediados pelo aumento do comportamento maternal (Liu
et al., 1997). Maes cujos filhotes foram manipulados por 15 minutos
no periodo neonatal apresentam um aumento no comportamento de
lamber os filhotes e de amamentacdo com o dorso arqueado quando
comparadas a maes com filhotes ndo manipulados (Liu et al., 1997;
Francis et al., 1999a). Nossos resultados estdo de acordo com estes
estudos no que se refere ao aumento na duracdo do comportamento
de lamber os filhotes manipulados no periodo neonatal. Porém, nao
houve alteracdo no comportamento de amamentacido das maes que
tiveram seus filhotes sofrendo qualquer tipo de intervencédo neonatal.
Em experimentos realizados em nosso laboratério observamos
também que tanto a manipulacdo neonatal de 3 minutos, quanto a
separacao de 180 minutos induzem um aumento do comportamento
da méae de lamber os filhotes, apdés o retorno dos mesmos ao ninho.
Entretanto, estes grupos nao apresentaram diferenca em relacdo ao
comportamento de amamentacdo com dorso arqueado (Todeschini,
2002).

Os resultados mostram que a retirada da ninhada da caixa-
residéncia e sua manipulagado parece promover na mae uma resposta
comportamental de alteracdo no cuidado com sua prole, observado
pelo aumento da duracdo de lamber. Esta resposta nao ocorre
quando separamos a hinhada de sua mae por 10 minutos, bem como
quando realizamos a estimulacdo tatil com pincel. Nestes dois
procedimentos o animal permanece na caixa-residéncia e a mae nao
apresenta alteragdes no comportamento maternal apdés o

procedimento experimental.
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Estudos realizados por Macri et al. (2004) demonstram que
maes gue tiveram seus filhotes separados por 15 minutos no periodo
neonatal ndo apresentam alteracdo no comportamento maternal
(lamber e amamentacao com o dorso arqueado) em relacdo ao grupo
controle. Porém, observaram que na separacdao de 3 horas a mae
apresenta aumento do comportamento maternal apos o retorno dos
filhotes ao ninho. Estes resultados diferem dos encontrados por Liu et
al. (1997) que demonstraram um aumento no comportamento de
lamber e de amamentacdo com dorso arqueado da mé&e com o0s
filhotes separados por 15 minutos.

Estas divergéncias nos resultados descritos acima, juntamente
com 0s nossos, poderiam ser explicadas devido a diferenca dos
protocolos utilizados para separacao neonatal. Os filhotes separados
no presente trabalho ndo foram tocados em nenhum momento pelo
experimentador, eles permaneceram em sua caixa-residéncia e suas
maes é que foram retiradas do ambiente. A maioria dos trabalhos
encontrados na literatura realiza este procedimento retirando a
ninhada da caixa-residéncia, o que envolve a exposi¢cdo dos filhotes a
um novo ambiente e a ruptura do ninho, além da separacdo de suas
maes. Podemos inferir que a ruptura dos filhotes com o ambiente de
convivio, ou seja, a retirada dos mesmos do ninho possa causar um
aumento do comportamento maternal, em relacdo aos grupos
controle, pois além da mé&e o ambiente também fornece protecao
para os filhotes. Apenas o afastamento da m&e do ninho n&o
aumenta o comportamento maternal. Este resultado é previsivel,
visto que a méae naturalmente se afasta do ninho para realizar auto-
limpeza e para se alimentar, por exemplo, mas permanece na caixa-

residéncia.
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Nossos resultados também mostraram que nao houve diferenca
significativa em nenhum parametro estudado no comportamento de
amamentacdo com o dorso arqueado das fémeas, que tiveram suas
ninhadas sendo submetidas aos diferentes tipos de intervencéao
neonatal, o que provavelmente explica o desenvolvimento corporal
dos filhotes. Apds a realizacdo dos procedimentos experimentais no
periodo neonatal, ndo houve diferenca significativa entre os grupos,
no que se refere ao peso das ninhadas tanto aos 11 dias quanto aos
21 dias. Este procedimento foi realizado para verificar se algum tipo
de intervencdo neonatal afetaria o desenvolvimento dos filhotes.
Lehmann et al. (1999) estudou a separacdo maternal realizada em
um unico periodo de 24 horas e demonstrou que os filhotes que
sofreram esta separacao tiveram uma reducéo do peso, no 21° dia de
vida, quando comparados ao grupo controle. A estimulacéo tatil com
pincel facilita o ganho de peso nos filhotes prematuros (Pauk et al.,
1986). Nossos resultados mostram que os diferentes tipos de
intervencdo ambiental, realizados no periodo neonatal, ndo alteraram
o desenvolvimento dos filhotes. Estes resultados corroboram com os
obtidos no comportamento de amamentacdo com dorso arqueado, ja
que ndo houve alteracdo no mesmo, indicando uma alimentacao
padrao entre os quatro grupos no periodo neonatal.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que os grupos
manipulado e separado no periodo neonatal apresentam, quando
adultos, um aumento significativo no tempo de permanéncia no
centro do campo aberto em relacdo ao ndo manipulado e ao
estimulacdo tatil com pincel. Este experimento confirma dados ja
existentes em relacdo a uma reducdo do medo em animais
manipulados no periodo neonatal (Padoin et al., 2001). Animais

separados por 15 minutos apresentam uma reducdo das respostas do
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eixo HPA ao estresse por contencdo e uma reducdo do medo,
permanecendo mais tempo no centro do campo aberto quando
comparados aos controles (Macri et al., 2004).

Muitos autores referem-se a este aumento do comportamento
de lamber os filhotes como a causa das alteracfes neuroendodcrina e
comportamentais no animal adulto que foi manipulado (Champagne
et al., 2003), embora o presente trabalho demonstre alteracdes
comportamentais no animal adulto tanto no grupo manipulado quanto
no separado, que nao sofreu alteracdo no comportamento maternal.

Em relacdo ao grupo estimulado tatilmente com o pincel,
podemos sugerir que este procedimento amenizou o efeito de
separacao, ja que os filhotes permaneceram na caixa, cComo no grupo
separado, porém sofreram um estimulo que tende a mimetizar o
comportamento de lamber da mae. Podemos salientar novamente a
importancia do ambiente e do estimulo tatil que os filhotes recebem
no periodo neonatal. Trabalhos demonstraram que o estimulo
realizado com o auxilio de um pincel reverte os efeitos da separacéo
maternal (Pauk et al., 1986). Schanberg & Field (1987) demonstram
que a separacdo maternal de 2 horas no periodo neonatal causa um
decréscimo nos niveis de GH plasmatico e de ODC no tecido,
entretanto a estimulacao tatil com o auxilio de um pincel reverte este
efeito.

Estudos demonstraram que a atividade do eixo HPA em ratos
neonatos também parece depender da relagdo mae-filhote, visto que
ratos separados por 24 horas no periodo neonatal apresentam um
aumento significativo do ACTH, quando expostos a um ambiente novo
ou a uma injecao de salina, quando comparados a ratos que nao

sofreram nenhuma intervencéo (Suchecki et al., 1993).
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A concentracdo plasmatica de PRL, assim como a de
corticosterona, pode ser considerada uma boa medida de resposta a
um estimulo estressor. Estudos realizados por Meerlo e colaboradores
(1999) mostram uma menor magnitude de resposta da PRL a
ambientes novos (estimulo estressor), em ratos machos que foram
manipulados no periodo neonatal. Severino et al. (2004)
demonstraram que as concentracdes plasmaticas basais de PRL em
ratas adultas nédo sao diferentes entre o0s grupos controle e
manipulado por 1 minuto no periodo neonatal, tanto em estro quanto
em diestro. Entretanto, fémeas manipuladas no periodo neonatal
apresentam uma menor resposta ao estresse por éter quando adultas
na fase de diestro, se comparadas a ratas nao manipuladas. Gonzalez
et al. (1990) demonstraram que ratos machos manipulados e
estressados cronicamente do 2° ao 15° dia de idade apresentam uma
menor liberacdo de PRL apdés o nado forcado, entretanto as
concentracdes basais deste hormdnio nao foram alteradas.

Outros trabalhos demonstram que a separacao neonatal,
realizada durante 15 minutos nos 22 primeiros dias de vida, causa na
vida adulta uma menor liberacdo de PRL, em ratos machos apos 15
minutos de exposicdo a um ambiente novo (Nunez et al., 1996).
Nossos resultados mostram que nédo houve diferenca nas respostas
das concentra¢des plasmaticas de PRL entre os grupos que sofreram
intervencdo no periodo neonatal em relacdo ao grupo nao
manipulado, 15 minutos apds o estresse por contencdo, bem como as
concentracfes basais de PRL nédo estdo alteradas. Severino et al.
(2004) demonstraram que ratos machos manipulados por 1 minuto
durante os 10 primeiros dias de vida, ndo apresentam diferenca na
concentracdo plasmaéatica de PRL apds serem submetidos ao estresse

por éter, quando comparados ao grupo controle. As divergéncias dos
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resultados das concentracbées de PRL deste trabalho em relacdo a
dados encontrados na literatura podem ser devido a diferencas nos
protocolos. Nossos dados foram obtidos em ratos machos e o
estresse utilizado foi contencdo, o trabalho realizado por Meerlo e
colaboradores (1999) mostra que houve uma reducao nas respostas
de PRL em ratos manipulados mediante a exposicdo a um novo
ambiente. Nunéz et al. (1996) demonstraram os mesmos resultados
para animais separados por 15 minutos no periodo neonatal, também
apo0s a exposicdo a um ambiente novo. Segundo Freeman et al.
(2000) a resposta de secrecdo da PRL ird depender do tipo de
estresse aplicado, estando assim, associada a natureza do estresse, 0
que pode justificar esta variacao nos resultados.

Com os experimentos realizados no presente trabalho podemos
concluir que as alteracbes comportamentais observadas no animal
adulto que sofreu manipulacao e separagao neonatal ndo podem ser
explicadas pelo aumento do comportamento de lamber os filhotes
pela mae. Devemos considerar que este comportamento da mae é
muito importante, mas existem outros fatores que parecem ser
decisivos para o desenvolvimento normal do filhote como sua
presenca (estimulo tatil), seu cheiro e o préprio ninho. Podemos
propor que a relacdo do filhote com os préprios irméos e a ruptura do
ambiente em que ele vive (ninho) contribuem de forma significativa
para desencadear as alteragcbes comportamentais observadas na
idade adulta, em ratos que sofreram algum tipo de intervencéao

neonatal.
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CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que:

Apenas o comportamento da méae (lamber os filhotes) ndo é um
fator que determina as alteracbes comportamentais observadas

no animal quando adulto, que sofreu intervencdo neonatal.

O estimulo tatil que o filhote recebe e o ambiente em que ele
vive (ninho) contribuem de forma significativa para
desencadear as alteracbes comportamentais observadas na
idade adulta em ratos que sofreram algum tipo de intervencéao

neonatal.

A manipulagdo neonatal  foi capaz de aumentar
significativamente o comportamento maternal de lamber, mas
as outras intervencdes (separacao, estimulacdo tatil com
pincel) realizadas no periodo neonatal ndo alteraram esse

comportamento.
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Os machos na idade adulta que foram manipulados e separados
no periodo neonatal apresentam uma reducdo no medo quando

expostos ao campo aberto.

Os diferentes tipos de intervencdo neonatal (manipulacao,
separacao e estimulacdo tatil com pincel) estudados néao
afetaram as concentracdes plasmaticas de prolactina, quando
comparados ao grupo nao manipulado, tanto no basal quanto

apos o estresse por contencgao.
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