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RESUMO

No final da gestagédo e nos primeiros dias da lactacéo, as fémeas passam
por importantes mudancas hormonais e comportamentais que induzem e
permitem a nutricdo e cuidado da prole. O inicio da responsividade maternal aos
filhotes depende da elevagcédo das concentragdes de progesterona (P4), estradiol
(E2), e prolactina (PRL) durante a gestagao, seguida pela queda da P4 no parto.
Em ratos, o comportamento maternal pode ser observado com alta frequéncia
durante as duas primeiras semanas apos o parto. Além de apresentarem
comportamento maternal, ratas lactantes sao altamente agressivas neste mesmo
periodo e apresentam uma significativa redu¢cdo da ansiedade. O objetivo deste
estudo foi avaliar o papel dos horménios gonadais na modulacdo dos
comportamentos maternal, agressivo maternal e de ansiedade/medo de ratas
lactantes. Para isso, as mesmas foram ovariectomizadas (OVX) ou sham OVX
(SHAM) no 1° dia pos-parto e foram realizados registros do comportamento
maternal, agressivo maternal além dos testes de labirinto em cruz elevado e
campo aberto. Além disso, foram verificadas as concentragdes plasmaticas de P4
e PRL das ratas lactantes e o peso das ninhadas visando o controle nutricional
dos filhotes. A gonadectomia reduziu a frequéncia dos comportamentos maternal
e agressivo maternal, mas eles continuaram presentes e os filhotes ganharam
peso normalmente. A redugéao significativa dos horménios gonadais provocou um
moderado aumento da ansiedade de fémeas lactantes, e aumentou a secregao de
PRL. Estes resultados indicam que os hormdnios gonadais ndo s&o essenciais
para 0 aumento de atividades maternais dirigidas aos filhotes, aumento da
agressividade materna contra intrusos que se aproximam da area do ninho e
reducao da ansiedade observados em fémeas lactantes, ou que estes hormdnios
atuam antes do parto. A primeira hip6tese é improvavel, considerando os estudos
bem documentados que mostram que os hormdénios gonadais exercem um
importante efeito sobre estes comportamentos. Assim, nés podemos concluir que
os horménios das gbnadas provocam alteragées sobre os comportamentos de
ratas lactantes atuando durante a gestagdo e o no parto. Além disso, durante a
lactagdo, os horménios gonadais parecem exercer um efeito inibitério sobre a

secrecao de PRL.



1. INTRODUCAO

1.1 Comportamentos de ratas lactantes

O repertério comportamental dos mamiferos durante a maternidade difere
daquele exibido por fémeas em outros periodos de seus ciclos reprodutivos
(Ferreira et al. 2002). No final da gravidez e durante os primeiros dias da lactagao,
as fémeas passam por importantes mudangas hormonais e comportamentais que
induzem e permitem a nutricdo e cuidado da prole (Russel et al. 2001; Numan e
Insel 2003; Giovenardi et al. 2005).

O comportamento maternal inclui acdes que as fémeas executam para
garantir o sucesso no desenvolvimento de seus filhotes (Mann 2006). Os filhotes
de ratos nascem altriciais, isto €, sdo parcialmente imoveis, desprovidos de pélos,
surdos e cegos, incapazes de se locomover e de regular sua temperatura (Grota e
Ader 1969; Grota e Ader 1975). Em ratos de laboratério, o comportamento
maternal pode ser observado com alta freqiéncia durante as duas primeiras
semanas apos o parto, declinando posteriormente, até desaparecerem em torno
da terceira a quarta semana apds o parto. Associado a isso € possivel notar o
comportamento de rejeigdo da mae em relagao a sua prole (para uma revisao ver
Numan 1994). O comportamento maternal inclui construgdo do ninho,
recolhimento dos filhotes quando estes se afastam do ninho, estimulacdo a
mic¢cdo através da lambida anogenital, agrupamento dos filhotes no ninho e
posicionamento sobre eles para prové-los de nutricdo e calor (Mann 2006; Stern e
Johnson 1990; Albert e Walsh 1995) (figura 1). Nos primeiros dias de vida dos
filhotes, as lactantes passam até 85% do tempo total junto deles (Grota e Ader
1969). Elas podem se manter por cima da ninhada com uma postura arqueada
que deixa as mamas mais expostas e facilita a eje¢cao do leite pelo estimulo de
succao dos filhotes. Para essa postura, € necessario que 0os mesmos estejam

vivos, quentes e presos aos mamilos (Stern e Johnson 1990).
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Figura 1: Desenho de um subconjunto de comportamentos maternais

incluindo recolher filhotes, construir ninho, amamentar, lamber e

agressao maternal (contra um intruso) adaptado de Gammie 2005.

Além do comportamento maternal, ratas lactantes apresentam
comportamento agressivo. A agressdao maternal consiste em comportamentos
especificos executados pela mée em relagdo a um intruso, com ou sem a
intengao de lesa-lo (Huntingford 1989). Ratas lactantes demonstram altos niveis
de agressividade durantes as duas primeiras semanas apos o parto e, apds este
periodo, ha um declinio na agressividade embora a lactagcao continue (Flannelly e
Flannelly 1987; Mayer et al. 1987; Mayer e Rosenblatt 1987; Giovenardi et al.
1998; Giovenardi et al. 2005) e o comportamento maternal também (Svare e
Gandelman 1976a; Consiglio et al. 2005).

A agressao maternal € um comportamento que ocorre num periodo
especifico da vida da rata, ao contrario dos machos que podem manifestar
comportamentos agressivos de maneira continua durante a vida. A agresséo
maternal de roedores € um comportamento espécie-especifico que pode ser

estudado em laboratério (para uma revisao ver Numan 1994).



Diferentemente dos machos, o comportamento agressivo de ratas fémeas
lactantes compreende um padrdo de componentes defensivos além do padrao
ofensivo (De Almeida et al. 2006). A agressividade exibida pelas fémeas tem
como proposito principal a defesa da ninhada (Hurst 1987). Nessa situagao, além
dos parametros normalmente observados em machos (investigacdo social,
avancgar, dominar, rodear, postura agressiva, ataque lateral, morder), as fémeas
também apresentam o comportamento de ataque frontal (Lucion e De Almeida
1996). Segundo Blanchard e Blanchard (1991) o comportamento agressivo de
ratas com filhotes contra um intruso é diferente do comportamento de machos
dominantes em col6nias. A maioria das mordidas de machos dominantes em
intrusos resulta numa lesdo sendo que as fémeas dificilmente produzem um dano
fisico. Outra diferenga importante € o alvo destas mordidas. Ao contrario dos
machos, uma consideravel freqiéncia de mordidas das fémeas é dirigida a
cabeca e a regidao do focinho do intruso. As fémeas apresentam o padrao de
ataque frontal, o qual ndo é observado em machos dominante. O ataque frontal é
um comportamento subito, muito rapido, pois ndo apresenta comportamentos
associados como piloereg¢do e/ou dorso arqueado. Esta forma de agressdo que
ocorre em resposta a uma ameaga ou medo € motivada e, geralmente, é
precedida por fugas (Brain 1981). Os alvos das mordidas das fémeas e a
ocorréncia de ataque frontal sugerem que existe um elemento de defesa ou medo
na reacao de uma fémea em direcdo a um intruso. Assim, o ataque frontal pode

ser considerado um comportamento defensivo (Blanchard e Blanchard 1981).

Alguns trabalhos correlacionam o aumento do comportamento agressivo
maternal com a diminuicdo do medo (Lonstein e Gammie 2002, Erskine et al.
1978; Erskine et al. 1980; Ostermeyer 1983; Hansen e Ferreira 1986; Ferreira,
2002). Ratas lactantes demonstram ansiedade diminuida nos testes de campo
aberto (Fleming e Luebke 1981; Ferreira et al. 2002) e labirinto em cruz elevado
(Bitran et al. 1991; Kellogg e Barrett 1999; Ferreira et al. 2002). O labirinto em
cruz elevado € um modelo que explora a tendéncia natural de roedores de
acessar e investigar novos lugares, um comportamento impedido por medo ou
ansiedade a ambientes aversivos (Pellow et al. 1985; Pereira et al. 2005). Ratas
com filhotes tanto lactantes quanto as que passam pelo processo de

sensibilizagdo exibem respostas do tipo ansiolitica no labirinto em cruz elevado
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quando comparadas com ratas n&o lactantes. Além disso, a maior ansiolise
ocorre nas lactantes. A reducédo da ansiedade pode ser considerada parte de um
repertério comportamental maternal e poderia ser melhor denominada como

“ansidlise materna” (Pereira et al. 2005).

Em roedores, estas alteragdes comportamentais observadas apds o parto
parecem depender de mudangas hormonais que ocorrem no final da gestagao,
parto e inicio da lactagdo bem como, da presenca dos filhotes (Mayer e
Rosemblatt 1987; Svare 1976a; Gandelmam e Simon 1980; Giovenardi et al.
2000; Rosemblatt et al. 1996; Rosemblatt 1967; para uma revisao ver Numan,
1994). Os filhotes fornecem a mée uma variedade de sinais tateis e olfatorios que
sdo importantes para a manutencdo da agressao maternal em ratas lactantes
(Lonstein e Gammie 2002). O recebimento de sinais apenas visuais e auditivos
sao incapazes de manter a agressao maternal (Ferreira e Hansen 1986; Lonstein
e Gammie 2002), e a remogao cirurgica destes sentidos nao afetam o
comportamento agressivo das mées (Kolunie et al. 1994; Lonstein e Gammie
2002). A agressao maternal emerge durante a gravidez, quando os filhotes néo
estdo fisicamente presentes para prover estimulos sensoriais (Albert et al. 1988;
Albert et al. 1992a; Albert et al. 1992b; Flannelly e Flannely 1987; Mayer et al.
1987). Nesse periodo, a influéncia ativa parece ser provida por horménios (Mayer
e Rosenblatt 1987). Entretanto, fémeas sensibilizadas, sem a influéncia dos
hormdnios gonadais apresentam ataques contra intrusos embora os niveis de
agressao sejam significativamente mais baixos do que os de fémeas lactantes
(Ferreira et al. 2002). Albert et al. (1988) mostra que a agressdo maternal em
ratas fémeas é promovida por pseudoprenhez, um estado reprodutivo no qual os

filhotes ndo estao presentes.

Em ratas lactantes o comportamento de ansiedade € modulado pela
presenca dos filhotes, que pode induzir ou potencializar a ansidlise no campo
aberto (Fleming e Luebke 1981). A maneira pela qual os filhotes reduzem as
respostas de ansiedade neste modelo € desconhecida, mas eles provavelmente
aumentam a motivagdo das maes para gastar energia e superar adversidades
para garantir sua propria sobrevivéncia (Bitran et al. 1991; Ferreira et al. 2002;
Pereira et al. 2005).
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Mesmo sem a influéncia dos horménios gonadais, fémeas nao lactantes
ovariectomizadas (OVX) que passam pelo processo de sensibilizacdo exibem
comportamento tipo ansiolitico quando comparadas com fémeas n&o lactantes
OVX e nao sensibilizadas. Além disso, fémeas sensibilizadas também exibem
agressao contra intrusos (Ferreira et al. 2002), o que sugere que O
comportamento maternal por si s6 é essencial para a expressido dos
comportamentos afetivos caracteristicos de ratas lactantes, independentemente
do perfil enddcrino da gestacgéao, parto e lactacdo. No entanto, as ratas lactantes
exibem atividade significativamente maior no brago aberto do labirinto em cruz

elevado, do que as ratas sensibilizadas (Pereira et al. 2005).

Os horménios do parto podem aumentar significativamente ou reforgar o
valor dos estimulos sensoriais produzidos pelos filhotes (Fleming et al. 1979,
1980, 1989) por atuar em areas do cérebro que controlam a expressado desses
comportamentos (Matthews-Felton et al.1995; Numan 1994; Numan et al. 1977;
Pfaff e Keiner 1973; Rainbow et al. 1982) ou por mudar a percepgdo da fémea
aos sinais somatosensorios recebidos dos filhotes (Morgan et al. 1992; Stern
1990; 1996; Stern e Jhonson 1990).

1.2 Hormoénios gonadais e prolactina

A lactacdo exerce um efeito inibitério sobre a secrecdo hipofisiaria das
gonadotrofinas provocando uma diminuicdo na secrecdo dos hormoénios
luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (Ford e Melampy 1973). Entretanto, no
final da segunda semana apds o parto, as concentragdes de LH tanto no plasma
quanto na hipdfise sdo maiores do que na primeira semana (Smith 1978;
Sodersten e Eneroth 1984). Durante a gestacao, ha um aumento da concentragao
plasmatica de estradiol (E2) em ratas Wistar alcangando um valor maximo no dia
20. Apds o parto, a concentragéo de E2 diminui e permanece baixa durante todo

periodo de lactagédo (Escalada et al., 1996; Escalada et al., 1997).

Ja a concentragdo plasmatica de progesterona (P4) eleva-se
progressivamente até o 15° dia de gestacdo, diminui rapidamente no 20° dia e
apos o parto, sua concentragao eleva-se progressivamente nos primeiros dias de

lactacao e fica constante (Giovenardi et al. 2000; Escalada et al. 1997, Giovenardi
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et al. 2002). As concentragbes de E2 durante a lactagdo permanecem baixas,
semelhante as concentragbes encontradas em fémeas em diestro (Smithand e
Neill 1977; Taya e Sesamoto 1981; Taya e Greenwald 1982).

A P4 ¢ responsavel pela estimulacdo da liberacao de secregdes celulares
que sdo muito importantes para a nutricdo do embrido. Além disso, auxilia no
desenvolvimento das glandulas mamarias e inibe as contragbes do miométrio
uterino. A diminuicdo da concentragcao plasmatica deste horménio, 48 horas
antes do parto, induz a lactogénese nos tecidos mamarios e favorece as
contragdes uterinas (Tucker 1991). Este hormdnio € inibitério da lactogénese e a
reducdo de sua concentragdo plasmatica em ratas prenhas induz o processo de
lactagdo (Graham e Clark 1997).

A P4 pode também ser sintetizada no encéfalo a partir do colesterol, um
processo que acontece em células gliais e neurdnios no adulto (Garcia-Segura et
al. 1996). Um dos mecanismos de acdo da P4 parece ser através de receptores
intracelulares que funcionam como fatores nucleares de transcricdo dependente
de ligantes (Mani et al. 1997). Alternativamente, acdes da P4 no cérebro podem
ser ndo gendbmicas e mediadas por seus metabdlitos, como o allopregnanolona
(3a-hydroxi-5a-pregnan-20-one, 3a-5a-THP) (Akwa et al. 1999; Concas et al.
1998; Frye 2001b; Rupprecht et al. 2001) neuroesteréide que age como um
modulador alostérico positivo dos receptores tipo “A” do acido y-aminobutirico
(GABAA) (Lambert et al. 2003; Rupprechet 2003). Além disso, € um potente
neuroesteroide endoégeno que pode alterar rapidamente a excitabilidade da
membrana (Paul e Purdy 1992). O 3a-5a-THP é produzido no cérebro, glandulas
adrenais e gbnadas pela conversdao da P4 por uma enzima intracelular, 5a-
redutase (Zwain e Yen 1999). Embora o cérebro tenha capacidade para sintetizar
3a-5a-THP a partir de novas moléculas de colesterol, a maior quantidade desse
metabdlito presente no cérebro é derivada da P4 circulante (Corpechot et al.
1993; Cheney et al. 1995; Genazzani et al. 1998).

Dentre os horménios que participam da lactagcao podemos citar a prolactina
(PRL). A PRL é um hormdnio protéico adenohipofisario produzido por células

especializadas, os lactotrofos, que correspondem a 20-35% da populagdo de
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células hipofisarias. Além dos lactotrofos, existem outros sitios de sintese de PRL
como o sistema nervoso central, a glandula mamaria, a placenta, o amnio, o utero

e algumas células do sistema imunolégico (para revisao ver Freeman et al. 2000).

Em mamiferos, a PRL é responsavel pelo desenvolvimento da glandula
mamaria e pela producdo de leite sendo que suas concentracbes plasmaticas
aumentam durante a gravidez e lactagdo (Ben-Jonathan 1985; para revisao ver
Freeman et al. 2000).

Em ratas, a PRL parece ter uma acao tanto luteotréfica quanto luteolitica,
caso nao ocorra concepgao. Existem evidéncias de que a PRL sozinha ou na
presenca de E2 aumenta o numero de receptores do LH nas células luteais e a
producdo de P4 (Holt et al. 1976; para revisdo ver Freeman et al. 2000). Em
roedores, a PRL também esta relacionada com o comportamento maternal em

ratas lactantes (para revisao ver Freeman et al. 2000).

De todos os horménios adenohipofisarios, a regulacédo da secregao da PRL
€ unica e complexa. O hipotalamo exerce uma acao inibitéria tbnica sobre a
secregao deste horménio pela adenohipdfise, através da liberacdo de dopamina
(DA), o mais potente inibidor de PRL fisiolégico tanto in vivo quanto in vitro. A DA
€ liberada por neurénios tuberoinfundibulares dopaminérgicos (TIDA) nos vasos
portais hipofisarios e age de forma direta sobre os lactotrofos da adenohipdfise
inibindo a sintese e a secrecdo de PRL (Shaar e Clemens 1974; Macleod e
Lehmayer 1974; Gibbs e Neill 1978; Ben-donathan 1985; para revisao ver
Freeman et al. 2000).

Receptores dopaminérgicos estdo presentes na hipodfise, sendo os da
subclasse D, encontrados no lactotrofo (Meador-Woodruff et al. 1989). O
tratamento com antagonistas dos receptores D,, como o haloperidol e pimozida,
bloqueia a atividade dos TIDA com consequente aumento da sintese e liberagao
de PRL (Oliveira et al. 1996; Mohankumar et al. 1997; Mohankumar et al. 1998;
Hentschel et al. 2000). Além da DA, o acido y-aminobutirico (GABA) (Moguilevsky
et al. 1992), a angiotensina Il (Franci et al. 1997) e o peptideo natriurético atrial

(Franci et al. 1992) sao capazes de inibir a sintese e liberacdo de PRL.
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Os hormoénios esterdides gonadais, principalmente o E2, possuem um
papel modulatorio sobre a secregcdo de PRL (Gudelsky et al. 1981; Caligaris e
Talesnik 1983; para revisdo ver Freeman et al. 2000). A conhecida agéo
estimulatdria dos estrogenos sobre a liberagdo de PRL pode ocorrer no lactotrofo
€ no nucleo arqueado do hipotalamo (para revisao ver Freeman et al. 2000). No
lactotrofo, a estimulagdo da transcricdo génica da PRL é observada 24 horas
apos a administragdo de estradiol (Shull e Gorski 1989). O E2 também pode
diminuir a sensibilidade do lactotrofo a DA através da reducdo do numero de

receptores dopaminérgicos (Raymound et al. 1978).

1.3 Hormoénios gonadais e comportamento

Em ratos, os horménios gonadais influenciam o desencadeamento do
comportamento agressivo maternal. De fato, ratas ndo gravidas OVX tratadas
com E2 e P4 na presenca de filhotes podem desenvolver comportamento
agressivo (Mayer et al. 1990; Mayer e Rosenblatt 1993). O inicio da
responsividade maternal aos filhotes depende da elevacdo das concentracdes de
P4, E2, e PRL durante a gestacéo, seguida pela queda da P4 no parto (para uma
revisdo ver Numan 1994, Bridges et al. 1996 e Stern 1989).

Diversos trabalhos sugerem que a P4 exerce um efeito inibitério sobre o
comportamento maternal tanto em ratos como em hamster (Numan et al. 1999;
Sheehan e Numan 2002; Fraile et al. 1987). Numan et al. (1999) observou a
neutralizacdo do efeito inibitério deste horménio no cuidado maternal com a
administragdo sistémica de um antagonista da P4 que aumentou
significativamente a laténcia do desencadeamento de tal comportamento.
Sheehan e Numan (2002) sugerem que a P4 possui um papel facilitatorio no final
da gravidez e inibitério no periodo pds-parto, no que se refere ao comportamento
maternal. Além disso, Mann (2006) sugere que a acdao da P4 no
desencadeamento do comportamento maternal parece ndo ser mediada pelo 3a-
5a-THP, ao contrario do que ocorre no comportamento sexual em camundongos,
ratos e hamsters (Frye et al. 1998; Frye et al. 1992; Frye e Vongher 1999; Frye e
Vongher 2001; McCarthy et al. 1995; Petralia et al. 2005).

15



O inicio da agressdao maternal tem determinantes hormonais um tanto
diferentes (Lonstein e Gammie 2002). Mayer e Rosenblatt (1987) demonstraram
que ratas histerectomizadas e OVX no 16° dia de gestagao, tratadas com E2
tornam-se altamente agressivas contra machos intrusos mesmo antes do contato
com os filhotes. Segundo Lonstein e Gammie 2002, o E2 pode ser mais critico do
que a P4 para o inicio da agress&o maternal, pois o tratamento de fémeas virgens
com E2, apenas, pode estimular a agressdo (Mayer et al. 1990), embora ndo em

todos os casos (van de Poll et al. 1986).

Albert et. al (1988) mostram que fémeas com pseudoprenhez, estado
reprodutivo no qual os filhotes ndo estdo presentes, podem apresentar agressao
maternal. Estudos subsequentes fornecem evidencias de que a P4, E2 e
testosterona sdo horménios que juntos influenciam a agressdao em fémeas
pseudoprenhas (Albert et al. 1993a; Albert et al. 1991; Albert et al. 1992a; Albert
et al. 1993b; Albert et al. 1992b; Albert et al. 1989).

Por outro lado, Albert et al. (1992c) e Erskine et al. (1980) sugerem que os
horménios gonadais ndo estdo envolvidos na agressao maternal, pois a OVX
apods o parto ndo alterou este comportamento. Entretanto, resultados preliminares
do nosso laboratério mostraram que a injegéo intraperitonial do antagonista dos
receptores da P4, o RU 486, promove aumento do comportamento agressivo

maternal no 7° e 14° dia pés-parto.

Rhodes e Frye (2001) sugerem que o 30-5a-THP possa mediar fungdes
ansioliticas da P4. Bitran et al. (1993) relatam que ratas virgens OVX apods
receberem P4 por via subcutédnea apresentam diminuicdo da ansiedade no
labirinto em cruz elevado e aumento da concentracdo de 3a-5a-THP no plasma.
Resultados do nosso laboratorio mostraram que a injegcédo intraperitonial do
antagonista dos receptores da P4, o RU 486, promove diminuigdo nos niveis de
ansiedade no 8° dia pds-parto quando testadas no campo aberto. Por outro lado,

quando testada no 14° dia pos-parto verifica-se aumento da ansiedade.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da retirada das gbnadas, no

1° dia pos-parto, sobre diversos comportamentos de ratas lactantes.

Objetivos especificos

- Avaliar o papel dos horménios gonadais na modulagdo dos
comportamentos maternal e agressivo de ratas lactantes que foram OVX no 1° dia

pos-parto.

- Avaliar o papel dos horménios gonadais na modulagao do comportamento
ansiedade/medo no labirinto em cruz elevado e campo aberto de ratas lactantes

que foram OVX no 1° dia pos-parto.

- Verificar as concentragcbes plasmaticas de P4 e PRL de ratas lactantes
OVX no 1° dia pos-parto, bem como, o peso das ninhadas visando o controle

nutricional dos filhotes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar prenhas, primiparas, com aproximadamente
90 dias de idade, provenientes do biotério da Universidade do Vale do Rio dos
Sinos. Cada fémea foi mantida individualmente em uma caixa de acrilico
transparente (46x31x17cm), com livre acesso a agua, ragdo, material para a
construgédo do ninho e teve o momento do parto controlado rigorosamente. O dia
de nascimento dos filhotes foi considerado como dia zero. No primeiro dia pés-
parto (DPP) as ninhadas foram padronizadas aleatoriamente em oito filhotes. Os
animais permaneceram em uma sala com temperatura controlada (21 £ 1 °C) e

ciclo claro-escuro de 12:12 horas, com inicio da fase escura as 15:00 horas.

Para testar o comportamento agressivo das fémeas lactantes foram usados
machos intrusos, da variedade Wistar, com cerca de dois meses e meio de idade
e aproximadamente o mesmo peso da fémea residente, sendo cada um utilizado
somente uma vez. Os experimentos foram executados de acordo com as normas
estabelecidas pelo NIH Guide for Animal Research e pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal — COBEA.

3.2 Grupos experimentais

Fémeas lactantes no 1° DPP foram divididas em dois grupos: grupo 1,
controle (SHAM), submetido a castragdo ficticia; grupo 2, submetido a
ovariectomia (OVX). Apds a cirurgia, maes e filhotes permaneceram intactos na
caixa residéncia até o 8° DPP. O ganho de peso das ninhadas dos dois grupos foi
comparado no 8°, 15° e 21° DPP. Os filhotes foram pesados no 1° DPP, quando
as maes estavam anestesiadas para a cirurgia de castragdo; no 8° DPP, quando
as maes estavam sendo submetidas aos testes comportamentais; no 15° DPP,

durante a limpeza da caixa-residéncia; e no 21° DPP, no momento do desmame.
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3.3 Cirurgia de ovariectomia

Para realizagdo da cirurgia as fémeas lactantes foram anestesiadas com
uma injegao intraperitonial unica contendo uma mistura de 5-10 mg/kg de xilasina
(Vetbrands®, Jacarei, SP, Brasil) e 75-95 mg/kg de quetamina (Vetbrands®,
Jacarei, SP, Brasil). Depois de anestesiadas as ratas foram posicionadas em
decubito-ventral e foi feita uma incisdo longitudinal de aproximadamente 1,5 cm
no dorso, logo abaixo das costelas, por meio da qual os ovarios e as porgdes
superiores uterinas foram expostas. No grupo OVX os ovarios foram retirados
apos a ligadura entre essas duas estruturas. No grupo SHAM o procedimento foi
idéntico, porém sem a ligadura e retirada dos ovarios. Por fim, o tecido muscular e

a pele foram suturados.

3.4 Testes comportamentais

Para que todos os registros comportamentais das fémeas lactantes fossem
realizados até o 8° DPP (periodo no qual as alteragdes comportamentais de
fémeas lactantes sdo mais intensas) foram realizados dois experimentos descritos

esquematicamente na figura 2.

EXPERIMENTO 1

3.4.1 Comportamento maternal

Do 2° ao 7° DPP, o comportamento maternal dos grupos SHAM (n=15) e
OVX (n=15) foi registrado através de uma versao dos procedimentos descritos por
Myers et al. (1989). O comportamento de cada mae foi registrado em quatro
sessodes diarias de observagcbes com 72 min de duragao, sendo trés sessbes no
ciclo claro (com inicio as 9:00, 11:00 e 13:45 h) e uma no ciclo escuro (iniciando
as 16:30 h). A distribuicdo das sessbes de observagdes foi feita em fungéo de os
cuidados maternais ocorrem mais frequentemente durante o ciclo claro
(Champagne et al.,, 2003). Em cada sessdo o comportamento maternal foi
registrado através de 25 observacdes pontuais feitas a cada trés minutos (25
observagbes/sessdo x 4 sessOes/dia = 100 observagbes/mée/dia). Nestas
sessbes as fémeas lactantes foram observadas em sequéncia e o(s)
comportamento(s) desenvolvido(s) no o instante da observagao foi registrado em

uma planilha. Com base na descricdo encontrada em estudos prévios (Caldji et
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al.,, 1998; Champagne et al., 2003; Myers et al. 1989), os comportamentos
observados foram: mée fora do ninho (figura 3a); lamber os filhotes (superficie do
corpo ou regido anogenital) (figura 3b); construir ninho; filhotes fora do ninho
(figura 3c); recolher os filhotes para o ninho; amamentar os filhotes em trés
posturas diferentes: (1) posicionada sobre eles com o dorso muito arqueado
(figura 4a), (2) posicionada sobre eles com o dorso pouco arqueado (figura 4b),
ou sem estar com o dorso arqueado, ou (3) apresentando uma postura passiva
onde fica deitada (figura 4c) de lado ou de costas (figura 4d) enquanto os filhotes

mamam.

Ao final dos registros, foram somadas as frequéncias das trés posturas de
amamentacdo para compor a frequéncia do comportamento chamado de

amamentar.

3.4.2 Labirinto em cruz elevado

Ratas que tiveram o comportamento maternal registrado foram testadas no
labirinto em cruz elevado no 8° dia de lactacdo para avaliar ansiedade/medo
(SHAM n=22; OVX n=22). Para isso, o labirinto em cruz elevado foi usado como
previamente descrito por Pellow et al. (1985) e Severino et al. (2004). O aparato &
constituido por dois bragos abertos (50 x 10 cm) e dois bragos fechados do
mesmo tamanho, com paredes de 40 cm de altura, descobertos na parte superior
(figura 5a). E feito em madeira e possui uma base que o eleva a 50 cm de altura
do ch&o. Este teste foi realizado no ciclo claro entre 11:00 h e 13:00 h,
permanecendo as janelas da sala abertas permitindo a entrada de claridade
natural. Além disso, o centro do labirinto foi colocado aproximadamente trés
metros abaixo da lampada da sala, acesa (uma lampada incandescente de 100w
— 158 lux no labirinto), de forma que todos os bragos recebiam a mesma fraca
iluminagdo. Cada rata foi colocada no centro do labirinto em cruz elevado e teve
seu comportamento registrado em video durante cinco minutos. Apds cada
registro o labirinto foi limpo com alcool. Os comportamentos analisados foram:
numero de entradas e tempo permanéncia nos bragos abertos e fechados e o
numero de esquadrinhar (profusdo da cabega do animal para fora de uma das
bordas do brago aberto) (Pellow et al., 1985; Severino et al., 2004).
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EXPERIMENTO 2

3.4.3 Comportamento agressivo maternal

No 6° DPP, o comportamento agressivo maternal das ratas SHAM (n=13) e
OVX (n=13) foi realizado seguindo protocolo previamente descrito (Escalada et
al., 1996). Primeiro o macho intruso foi colocado na caixa residéncia onde
estavam a mae e os filhotes. Imediatamente apds isso o comportamento foi
filmado por 10 min. Este teste foi realizado durante as primeiras duas horas do

ciclo escuro.

Os comportamentos avaliados foram: investigagdo social (onde a fémea
cheira o corpo e os genitais do intruso), locomogao (a fémea caminha pela caixa
enquanto o intruso esta presente); ataque frontal (a fémea ataca o intruso
orientada frontalmente a cabeca do mesmo); ataque lateral (a fémea ataca
lateralmente o corpo do intruso) (figura 6); morder (a fémea morde o corpo do

macho intruso) e postura agressiva (onde a fémea fica arqueada lateralmente).

3.4.4 Campo aberto

As mesmas ratas que foram testadas quanto ao comportamento agressivo
maternal no 6° DPP tiveram a ansiedade/medo medida no teste do campo aberto
(SHAM=16; OVX=16). Este registro foi feito no 8° DPP, no ciclo claro entre 10:00
e 12:00 h. O campo aberto consiste em uma caixa de madeira de um metro
quadrado, cercada por paredes de 30 cm de altura e dividida em 25 quadrados
pintados no chao sendo 16 quadrados na zona lateral e nove na zona central
(figura 5b). O teste comportamental consiste em colocar a rata em um dos cantos
da caixa e registrar seu comportamento em video por 5 minutos. Os
comportamentos analisados foram: locomocdo total; locomogao lateral;
locomogéao central; escanear; “grooming” (autolimpeza) e “rearing” (investigagao

do meio ambiente) (Blanchard et al., 1990; Lucion et al., 1996).

Todos os registros comportamentais do labirinto em cruz elevado, campo
aberto e agressivo maternal foram registrados em video e analisados no

programa Noldus® (Holanda).
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3.5 Medidas hormonais

No 8° DPP, ao final do teste do campo aberto as fémeas retornavam para
caixa residéncia. Uma hora apds este teste comportamental as ratas SHAM
(n=13) e OVX (n=13) eram mortas por decapitagdo tendo o sangue coletado do
tronco e acondicionado em tubos de ensaio previamente heparinizados. As
amostras foram centrifugadas por 12 minutos a 3000 rpm a 4°C, sendo o plasma

separado e armazenado em um freezer a —20°C.

As concentragbes plasmaticas de P4 (ng/mL) foram determinadas por
radioimunoensaio usando um conjunto de reagentes MAIA da Adaltis Itali S.p.A
(Italy). A dose minima de deteccao foi 0,3 ng / mL e o erro intra-ensaio foi de
4,0%. As concentragbes plasmaticas de PRL (ng/mL) foram determinadas por
radioimunoensaio de duplo anticorpo usando kits especificos do National Pituitary
Program, National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases
(USA). O anticorpo especifico para PRL foi o anti-rat PRL-S9 e a preparagao
padrdao a PRL-RP3. O anticorpo para precipitacao foi produzido em ovelha pelo
laboratorio do Prof. Dr. Celso Rodrigues Franci. A dose minima detectavel de PRL
foi 0,2 ng/mL e o erro intra-ensaio de 3,5%. As medidas hormonais foram
realizadas no Departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto da USP.

3.6 Anédlise estatistica

A média (xE.P.M.) da frequéncia, laténcia, duracdo e percentual de
frequéncia ou de duragao dos comportamentos estudados foi comparada entre os
dois grupos experimentais utilizando-se um teste t de Student. Em todos os casos

o nivel de significancia estabelecido foi de p<0,05.
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EXPERIMENTO 1

Comportamento maternal e Labirinto em cruz elevado

DIAS POS-PARTO

n |crupos [_01° 02° a0 07° 08° ge 150 J1ee]  21°
Pesagem | Comportamento | Pesagem | Labirinto | 80 | Pesagem | @0 | Pesagem
Ninada Maternal Ninhada 14°1 Ninada |20°] Ninada
15 | SHAM
X X X X X
15| OVX X X X X X
EXPERIMENTO 2
Comportamento agressivo-maternal, Campo aberto e Coleta de sangue
DIAS POS-PARTO
n JGrupos
1° 2° ao 5° 6° 7° 8°
Pesagem Comportamento Pesagem Campo Coleta de
Ninada Agressivo Ninada Aberto Sangue
15 | SHAM X X X X X
X X X X X
15 | OVX

Figura 2: Resumo esquematico dos experimentos realizados.
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Figura 3: Alguns dos parametros que compdem o comportamento
maternal: a) méae fora do ninho, b) lamber os filhotes e c) filhotes

fora do ninho.
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Figura 4: Diferentes posi¢des do comportamento de amamentar: a)
Dorso muito arqueado, b) dorso pouco arqueado, c) de costas e d)

de lado.
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Figura 5: Aparatos usados para testar o comportamento de
ansiedade/medo de ratos: a) labirinto em cruz elevado e b)

campo aberto.
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Figura 6: Comportamental agressivo maternal (ataque lateral).
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4. RESULTADOS

4.1 Comportamento maternal

A figura 7 mostra uma diminuigdo significativa na frequéncia do
comportamento maternal de lamber os filhotes do grupo OVX quando comparado
ao grupo SHAM (t=2.2; p=0.04). Entretanto, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos SHAM e OVX na frequéncia dos comportamentos de amamentar
(t=0.4; p=0.708) e da méae ficar fora do ninho (t=0.7; p=0.510). Por outro lado,
houve um aumento significativo da frequéncia de filhotes encontrados fora do

ninho do grupo OVX quando comparado ao grupo SHAM (t=3.0; p=0.006).

A frequéncia dos seguintes comportamentos maternais ndao apresentou
diferenca significativa entre os grupos SHAM e OVX: construir o ninho (12.0 £ 2.6
e 13.0 £ 3.1, respectivamente) (t=0.3; p=0.730), recolhimento filhotes para o ninho
(0.5 £ 0.2 e 0.7 £ 0.3, respectivamente) (t=0.5; p=0.616), amamentagdo dos
filhotes em trés diferentes posturas: (1) posicionada sobre eles com o dorso muito
arqueado (140.0 £ 20.0 e 140.0 £ 19.0, respectivamente) (t=0.1; p=0.942), (2)
posicionada sobre eles com o dorso pouco arqueado ou sem estar com o dorso
arqueado (120.0 + 15.0 e 130.0 £ 17.0, respectivamente) (t=0.6; p=0.548), ou (3)
apresentando uma postura passiva onde fica deitada de lado ou de costas
enquanto os filhotes mamam (36.0 £ 6.9 e 31.0 £ 7.7, respectivamente) (t=0.4;
p=0.663).

4.2 Comportamento agressivo maternal

A figura 8 mostra que no 6° DPP houve uma reducdo significativa na
frequéncia de ataque frontal do grupo OVX quando comparado ao grupo SHAM
(t=2.5; p=0.021) e uma tendéncia a diminuicdo no numero de mordidas do grupo
OVX quando comparado ao grupo SHAM (t=1.7; p=0.104). Nao houve diferenga
significativa entre os grupos experimentais estudados quanto a frequéncia de

ataque lateral (t=1.5; p=0.137) e postura agressiva (t=1.0; p=0.336).

Embora ndo expresso na figura, ndo houve diferenga significativa entre os

grupos SHAM e OVX quanto a frequéncia dos comportamentos de investigagcao
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social (35.0 = 2.7 e 36.0 + 3.6, respectivamente) (t=0.1; p=0.900) e locomogéao
(39.0 £ 3.6 € 42.0 £ 6.2, respectivamente) (t=0.5; p=0.643), o que demonstra que
a cirurgia de OVX né&o causou alteragao nesses parametros comportamentais que

avaliam as condi¢des gerais do animal.

4.3 Labirinto em Cruz Elevado
A figura 9 mostra que ndo houve diferenga significativa no percentual de
entradas (t=0.8; p=0.424) e de tempo no brago aberto (t=0.2; p=0.853), na
freqUéncia de colocar a cabega para fora do brago aberto (1=0.3; p=0.746) e na
freqiéncia total de entradas nos bragos abertos e fechados (t=0.8; p=0.413)
quando comparados os grupos SHAM e OVX de fémeas que foram testadas, no

8° DPP, no labirinto em cruz elevado.

4.4 Campo Aberto
A figura 10 mostra que no 8° DPP, no teste do campo aberto, ocorreu um
aumento na laténcia da locomogao central do grupo OVX quando comparado ao
grupo SHAM (t=2.1; p=0.046). Entretanto ndo houve diferenga significativa entre
os grupos estudados quanto a laténcia de locomogao total (t=1.1; p=0.281),
duragéo de locomogao central (t=0.4; p=0.660) e duragédo locomogao total (t=0.8;
p=0.400).

4.5 Secrecéo de PRL
A figura 11 mostra uma diminui¢&o significativa na concentragao plasmatica
da P4 no 8° DPP do grupo OVX quando comparado ao grupo SHAM (t=9.0;
p=0.0001). Por outro lado, houve um aumento significativo na concentragao

plasmatica da PRL medida no mesmo dia (t=2.7; p=0.013).

4.6 Ganho de peso das ninhadas
A tabela 1 mostra que nao houve diferenca significativa no ganho de peso
das ninhadas no 8° DPP (t=0.6; p=0.512), 15° DPP (t=0.2; p=0.851) e 21° DPP de
idade (t=1.1; p=0.264) quando comparamos os grupos SHAM e OVX.
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COMPORTAMENTO MATERNAL

Amamentar 75- Lamber
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Mée fora do ninho Filhotes fora do ninho
3001 1001
*
—
o 751
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fCIJ
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o
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25
0 0

|:| Fémeas lactantes submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia (SHAM, n=15)
| Fémeas lactantes ovariectomizadas (OVX, n=15)

* p < 0.05 quando comparado ao grupo SHAM

Figura 7: Comportamento maternal do 2° ao 7° dia pds-parto de fémeas
lactantes que foram submetidas a cirurgia ficticia ou ovariectomia (no 1°
dia pos-parto). Os dados estdo expressos por média (x EPM) das
freqiéncias dos comportamentos estudados. O nimero de animais (n) é
citado entre parénteses. Foi empregado um teste t de Student entre os
dois grupos experimentais (com nivel de significancia estabelecido em

p<0,05). * indica diferenga significativa entre os grupos (SHAM e OVX).
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Frequéncia

Freqiiéncia

AGRESSAO MATERNAL

Ataque frontal 5 Ataque lateral
g T
D
g 1
* [T
5_
T
0
Morder Postura agressiva

[ o 6 T
5 | T

Frequéncia

I:I Fémeas lactantes submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia (SHAM, n=13)
H Fémeas lactantes ovariectomizadas (OVX, n=13)

* p < 0.05 quando comparado ao grupo SHAM

Figura 8: Comportamento agressivo maternal de fémeas lactantes (6°
dia pds-parto) que foram submetidas a cirurgia ficticia ou ovariectomia
no 1° dia pés-parto. Os dados estdo expressos por média (+ EPM) das
freqUéncias dos comportamentos estudados. O nimero de animais (n) é
citado entre parénteses. Foi empregado um teste t de Student entre os
dois grupos experimentais (com nivel de significancia estabelecido em

p<0,05). * indica diferencga significativa entre os grupos (SHAM e OVX).
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% Brago aberto

Frequéncia

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Numero de entradas Tempo
0.5 0.5
1
0.41 £ 044
1 %
0.3 g 0.3
i
0.24 g 0.2 T -
0.1 0.1
0.0 0.0
Cabega para fora do brago aberto NUmero de entradas
154 15+
T e
10 10+ N
o 1
k)
54 54
0 0
[ 1Fémeas lactantes submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia (SHAM, n=22)
EHE Fémeas lactantes ovariectomizadas (OVX, n=22)

Figura 9: Comportamento no labirinto em cruz elevado (8° dia pds-
parto) de fémeas lactantes que sofreram cirurgia ficticia ou ovariectomia
no 1° dia pos-parto. Os dados estdo expressos por média (+ EPM) da
porcentagem de freqUéncia e duragdo dos comportamentos estudados.
O numero de animais (n) é citado entre parénteses. Foi empregado um
teste t de Student entre os dois grupos experimentais (com nivel de

significancia estabelecido em p<0,05).
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Duracéo (s)

Duragao (s)
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[ Femeas lactantes submetidas a cirurgia ficticia de ovariectomia (SHAM, n=16)
R Femeas lactantes ovariectomizadas (OVX, n=16)

* p < 0.05 quando comparado ao grupo SHAM

Figura 10: Comportamento no campo aberto (8° dia pés-parto) de
fémeas lactantes que foram submetidas a cirurgia ficticia ou
ovariectomia no 1° dia pds-parto. Os dados estdo expressos por média
(+ EPM) de duragdo e laténcia dos comportamentos estudados. O
numero de animais (n) € citado entre parénteses. Foi empregado um
teste t de Student entre os dois grupos experimentais (com nivel de
significancia estabelecido em p<0,05). * indica diferenga significativa
entre os grupos (SHAM e OVX).
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ng/mL

MEDIDAS HORMONAIS

Progesterona Prolactina
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[ ] Fémeas lactantes submetidas & cirurgia ficticia de ovariectomia (SHAM, n=13)
Fémeas lactantes ovariectomizadas (OVX, n=13)

* p < 0.05 quando comparado ao grupo SHAM

Figura 11: Concentragéo plasmatica de P4 (ng/mL) e PRL (ng/mL) uma
hora apés o teste do campo aberto de fémeas lactantes (8° dia pds-
parto) que sofreram cirurgia ficticia ou ovariectomia no 1° dia pés-parto.
Os dados estdo expressos por média (+ EPM) das concentracdes
plasmaticas dos hormodnios analisados. O numero de animais (n) &
citado entre parénteses. Foi empregado um teste t de Student entre os
dois grupos experimentais (com nivel de significancia estabelecido em

p<0,05). * indica diferencga significativa entre os grupos (SHAM e OVX).
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PESOS DAS NINHADAS

Tabela 1. Peso (g) das ninhadas de fémeas lactantes submetidas a

cirurgia ficticia ou ovariectomia (1° dia p6s-parto) aos 8, 15 e 21 pds-parto.

Grupos
Dia pOs-parto SHAM OVX
8° 65 £ 2.0 (n=22) 63 £ 1.2 (n=22)
15° 140 £ 5.2 (n=17) 140 £ 3.4 (n=17)
21° 230 + 6.4 (n=21) 240 + 5.4 (n=21)

Os dados estao expressos por média (+ EPM) dos pesos das ninhadas
(9).- © numero de animais (n) é citado entre parénteses. Foi empregado
um teste t de Student entre os dois grupos experimentais (com nivel de
significancia estabelecido em p<0,05). Nao houve diferenga significativa
entre pesos das ninhadas em nenhum dos dias pdés-parto avaliados,

comparando-se os dois grupos estudados.
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5. DISCUSSAO

A gonadectomia realizada no 1° DPP diminuiu a frequéncia do
comportamento maternal de lamber os filhotes sem alterar a frequéncia dos
comportamentos de amamentar e construir ninho. Embora a frequéncia do
comportamento de recolher os filhotes ndo tenha sido diferente entre os grupos
OVX e SHAM, houve um aumento significativo no numero de vezes que os
filnotes de maes OVX foram encontrados fora do ninho, o que pode indicar uma
reducdo do comportamento de recolher, ou uma reducao da responsividade aos
estimulos provenientes dos filhotes. N6s podemos concluir que a gonadectomia
feita no 1° DPP afeta parcialmente o comportamento maternal, reduzindo o
comportamento de lamber, mas aparentemente ndo reduzindo cuidados da mée

em relagao a prole.

No presente estudo, a ovariectomia manteve baixas as concentragdes
plasmaticas de ambos os hormdnios gonadais P4 e E2 (que nao foi dosado neste
estudo) através da lactagdo, mas nao alterou a variagao que normalmente ocorre
com estes horménios durante a gestacao e o parto. Considerando os resultados
de estudos prévios (Numan et al., 1999; Sheehan and Numan, 2002), a redugéo
da concentragcdo plasmatica de P4 no periodo pés-parto imediato deveria
aumentar o comportamento maternal. No entanto, nossos resultados mostram
que a castracdo no inicio do periodo pés-parto ndo aumenta o comportamento
maternal, ao contrario, houve uma redugdo em algumas atividades maternais.
Possivelmente as discrepancias entre os resultados ocorreram em fungcdo de
diferencas nos procedimentos experimentais. De fato, no presente estudo as
fémeas lactantes foram castradas depois do parto, enquanto nos outros estudos,
as fémeas foram injetadas com um antagonista do receptor de P4 durante a
gestacdo. Além disso, a castragdo reduziu todos os hormdnios gonadais,
enquanto nos outros estudos, apenas a P4 foi afetada. Em nossas fémeas OVX,
os posssiveis efeitos da P4 no desencadeamento do comportamento maternal
ocorreram. A organizagao do comportamento maternal foi estabelecida durante a
gestacéo. Isto é provavel porque os efeitos da gonadectomia apds o parto foram
relativamente leves. De fato, apds o parto, o comportamento maternal parece ser

mantido pelos filhotes. Neste estudo, nés impedimos o aumento da P4 que
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normalmente ocorre a partir do 3° DPP, e o comportamento maternal foi pouco

afetado e os filhotes cresceram normalmente.

A ovariectomia reduziu o comportamento de lamber os filhotes, mas
nenhuma diferenga no peso corporal dos filhotes foi detectada, indicando que os
filhotes de mdes OVX mamaram adequadamente. Na verdade, a ovariectomia de
fémeas lactantes nao alterou os comportamentos de cuidados com a prole.
Estudos prévios tem mostrado que os mecanismos envolvidos na expressao do
comportamento de lamber os filhotes sdo diferentes dos mecanismos de outros
comportamentos maternais (Stern, 1997). De acordo com Champagne et al.
(2001), parece que a ocitocina modula especificamente o comportamento de
lamber. Assim, os horménios gonadais podem modular este comportamento por

afetar funcdes da ocitocina.

O comportamento agressivo maternal, como parte do comportamento
maternal, parece também se desencadeado por mudangas do padrdo endocrino
no final da gestagao, parto e lactagdo (Mayer and Rosenblatt, 1993). Ferreira et
al. (2002) sugerem que o cuidado maternal contribui para a expressdo da
agressao maternal. Os resultados deste estudo mostraram certamente afeta o
comportamento agressivo no 6° DPP, sem alterar os comportamentos de
investigacao social e locomogao, avaliados durante o teste. Nosso resultados sao
diferentes dos encontrados por Albert et al. (1992c) em que a ovariectomia nao
alterou a agressao maternal. Existem diferencas metodologicas entre o nosso
trabalho e este realizado por Albert et al. (1992c) no qual fémeas lactantes foram
testadas quanto ao comportamento agressivo maternal duas vezes antes do parto
e no 3° 10° 17° e 24° DPP. Além disso, um macho permanecia na caixa-
residéncia durante a gestagdo, sendo removido 15 min antes dos testes de
agressao, assim como os filhotes nos testes realizados apos o parto. Outra
diferengca metodoldogica € que como intruso foram usadas fémeas pequenas,
injetadas com 0.25 mg de diazepam para diminuir seu comportamento defensivo.
Nosso trabalho inclui diversos comportamentos para avaliagdo a agressao,
enquanto o de Albert et al. (1992c) considera apenas o numero de mordidas e
ataques que a fémea dirige ao intruso. Furthermore, Huntingford (1989) diz que o

ataque dirigido a um intruso ndo € uma resposta reflexa a um unico estimulo, mas
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depende da avaliagdo das possibilidades de ganhar ou de ser lesado e do valor
do recurso disputado. Assim, é possivel que o intruso, sendo macho, possa ter

inibido respostas agressivas de fémeas OVX.

Alguns autores relatam que, em ratos, durante a lactacdo o comportamento
agressivo aumenta e a ansiedade/medo diminui (Ferreira et al., 2002; Lonstein
and Gammie, 2002). Nossos resultados mostram que a ovariectomia realizada no
1° DPP reduziu a agressao maternal, mas n&o produziu mudangas importantes
relacionadas com o comportamento de ansiedade/medo no campo aberto e no
labirinto em cruz elevado. De todos os parametros analisados nestes dois testes,
houve apenas aumento da laténcia de deslocar-se para o centro do campo aberto

das ratas OVX quando comparadas com ratas SHAM.

Trabalhos prévios correlacionam os horménios gonadais com a modulagao
do comportamento de ansiedade/medo em ratas mostrando que fémeas no
proestro (a tarde do proestro é caracterizada por altas concentragdes de E2 e P4 )
demonstram reducdo da ansiedade/medo quando testadas no labirinto em cruz
elevado (Frye et al., 2000; Myers et al., 1989) ou no teste “claro/escuro” (Zuluaga
et al., 2005). Zuluaga et al. (2005) observaram que redugdo da ansiedade
semelhante é observada no 17° dia de gestagdo quando as concentragdes dos
horménios gonadais E2 e P4 sado altas. Juntos, estes dados sugerem que 0s
hormdnios gonadais s&o importantes para a redugdo do comportamento de

ansiedade/medo em ratas ndo lactantes.

A reducdo plasmatica de E2 e P4 ndo provocou mudangas
comportamentais importantes em ratas OVX nos testes do labirinto em cruz
elevado e campo aberto. A principal alteragao foi o aumento da laténcia para se
deslocarem ao centro do campo aberto, o que pode indicar uma elevacdo dos
niveis de ansiedade/medo. Embora restrito a apenas uma mudanca
comportamental, este ressultado esta de acordo com a idéia de que a P4 reduz a
ansiedade (Mora et al., 1996, Frye et al.,, 2000). Em relagdo a modulagdo do
comportamento de ansiedade/medo em ratas lactantes, Pereira et al. (2005)
ressaltam a importancia da presenca dos filhotes e a experiéncia da maternidade,

mostrando que ratas virgens OVX que tiveram comportamento maternal induzido
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pelo processo de sensibilizagdo sdo menos ansiosas no labirinto em cruz elevado
quando comparadas com fémeas virgens OVX nao sensibilizadas. No entanto,
Ferreira et al. (2002) demonstram que o comportamento maternal induzido sem
tratamento hormonal em ratas virgens OVX, ndo foi suficiente para produzir
reducdo da ansiedade igual a que € demonstrada por lactantes no labirinto em
cruz elevado. Eles sugerem a participacdo de fatores enddcrinos, como a P4 e
seus metabdlitos, na redugdo da ansiedade/medo demonstrada por ratas

lactantes.

Os horménios gonadais tém marcantes efeitos na secregcao de
gonadotropinas e PRL. Os esterdides gonadais parecem modular a secregcédo de
PRL por alterarem a atividade de neurdnios hypotalamicos responsaveis pelo
controle dos lactotrofos (Smith et al., 1974). De todos os horménios
adenohipofisarios, a regulacdo da secrecdo da PRL é unica e complexa. O
hipotalamo exerce uma acao inibitéria tbnica sobre a secrecao deste horménio
pela adenohipéfise, através da liberacdo de dopamina (DA), o mais potente
inibidor de PRL fisiolégico. A DA é liberada por neurdnios tuberoinfundibulares
dopaminérgicos (TIDA) nos vasos portais hipofisarios e age diretamente sobre os
lactotrofos da adenohipdfise inibindo a sintese e a secre¢cdo de PRL. O papel do
E2 e P4 sobre a secregdo de PRL ainda nao esta claro, no entanto, muitas
observagdes indicam que a P4 inibe a secregcao de PRL (para uma revisao ver
Freeman et al., 2000). Nossos resultados estdo de acordo com esta idéia, uma
vez que observamos aumento significativo da secrecdo de PRL em fémeas
lactantes OVX. Existem, também, evidéncias de que a PRL sozinha ou na
presenca de E2 aumenta a produgao de P4 (para uma revisdo ver Freeman et al.,
2000). Considerando essas possibilidades juntamente com nossos resultados,
parece existir um feedback negativo entre as secregdes de P4 e PRL, e, por isso,
a reducao da P4 pela gonadectomia causou o aumento significativo da secregéo
de PRL.

Por outro lado, durante a lactagdo o estimulo mais importante para a
secrec¢ao de PRL é a succg¢do dos mamilos em fungdo da amamentagao, quando
os TIDA mostram baixos niveis de atividade (para uma revisdo ver Freeman et al.,

2000). De fato, resultados pérvios (Giovenardi et al., 2000) mostram que fémeas
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no final da lactagao (18° DPP), que acolhem e amamentam filhotes mais jovens (8
dias de idade), apresentam aumento da concentracdo plasmatica de PRL
comparadas com fémeas do mesmo periodo poés-parto (18° DPP), mas que
amamentam filhotes com 18 dias de idade, quando as atividades de
amamentagao sdo menos intensas do que no inicio do periodo de lactagao. Estes
resultados reforcam a importancia da succdo na secrecdo de PRL durante a
lactagdo. Como os filhotes de fémeas OVX aparentemente amamentaram com a
mesma frequéncia do que os das maes do grupo controle, a estimulagdo pelos
filnotes provavelmente nao foi o principal fator responsavel pelo aumento da
concentracao plasmatica de PRL em fémeas OVX. Assim, podemos inferir que a

reducao de P4 tenha sido a causa mais provavel para o aumjento da PRL.

Resultados indicam que durante a lactagdo os horménios gonadais
modulam a manutencdo do comportamento maternal e o desencadeamento da
agressao maternal, no entanto, eles ndo parecem ser essenciais para estas
funcbes. A gonadectomia feita no 1° DPP reduziu a frequéncia destes
comportamentos, mas eles continuaram acontecendo e os filhotes ganharam
peso normalmente. A reducgao significativa dos horménios gonadais provocou um
moderado aumento da ansiedade/medo de fémeas lactantes e aumentou a
secrecdo de PRL. Resultados indicam que ambos os hormdnios gonadais n&o
sdo essenciais para o aumento das atividades maternais dirigidas aos filhotes,
aumento da agressividade contra intrusos que se aproximam da area do ninho e
reducdo da ansiedade/medo observados em ratas lactantes, ou que estes
horménios exercem seus efeitos antes do parto. A primeira hipotese € improvavel,
considerando que estudos bem documentados mostram que os hormoénios
gonadais de fato exercem importantes efeitos sobre estes comportamentos. Nos
podemos concluir que os hormdnios gonadais promovem alteragdes nos
comportamentos maternais atuando durante a gestacdo e o parto. Além disso,
durante a lactagdo, os hormdnios gonadais parecem exercer um efeito inibitério

sobre a secrecao de PRL.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:

a. A gonadectomia realizada em ratas lactantes no 1° dia poés-parto
provocou a diminuicdo do comportamento maternal expresso pela reducdo da
frequéncia do comportamento de lamber os filhotes e aumento do numero de
vezes que os filhotes foram encontrados fora do ninho. Por outro lado, ndo houve
alteragao da frequéncia dos comportamentos de amamentar, recolher filhotes e

construir ninho;

b. A retirada das génadas provocou redugdo do comportamento agressivo
maternal pela diminuicdo da frequéncia de ataques frontais e tendéncia a reducao
da freqUiéncia de mordidas, mas n&o alterou parametros como investigagéo social,

postura agressiva, locomogao e ataques laterais.

c. A retirada das gbnadas de ratas lactantes no 1° dia pés-parto nao alterou
o comportamento de ansiedade/medo no labirinto em cruz, mas provocou

aumento deste no teste do campo aberto;

d. A ovariectomia provocou aumento significativo nas concentragbes

plasmaticas de PRL nas ratas lactantes.

e. Além disso, a retirada dos ovarios das ratas lactantes nao alterou o

ganho de peso dos filhotes até o desmame no 21° dia pds-parto.

41



7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos nesta dissertagdo continuarei realizando
experimentos relacionados ao assunto que foi aqui discutido, tendo como objeto

de estudo o comportamento de fémeas no periodo de lactacao.

Sendo assim, 0s proximos passos serao:

a. Verificar se as alteragcbes comportamentais observadas nas maes no
periodo neonatal (reducédo da frequéncia do comportamento de lamber, aumento
da frequéncia de filhotes fora do ninho e redugcdo da agressdo maternal), em
funcdo da OVX, provocam alteragdes nos filhotes machos quando adultos, quanto
a ansiedade/medo, resposta aos estresse, comportamento sexual e a produgao e

maturagao espermatica.

b. Analisar se a P4 provoca as alteragbes comportamentais em ratas
lactantes via agao de seu metabdlito 3a-5a-THP, através da administragédo de um
inibidor da enzima 5a-redutase (finasteride) ou de um antagonista dos receptores
GABAA (picrotoxin).
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