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RESUMO

A estimulacdo no periodo neonatal € um tema que vem sendo estudado desde
1957 com trabalhos de Denenberg e Levine, principalmente sobre os efeitos desta
estimulacdo sobre o comportamento do animal frente a ambientes novos. Além
disso, uma grande quantidade de trabalhos tem investigado o efeito da
estimulagdo neonatal sobre as variagées hormonais em vérias idades bem como
sobre a plasticidade cerebral.

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito da estimulagdo no
periodo neonatal (1-10 dias de idade) sobre os comportamentos de ratos machos
e fémeas Wistar na idade adulta e peripuberal. Foram estudados também os
efeitos comportamentais de horménios gonadais e ainda os efeitos sobre a
densidade neuronal na amigdala medial e cortex pré-frontal em animais aos 11, 35
e 70 dias de idade.

Foram realizados 5 experimentos sendo que em cada um deles, 0s grupos
analisados foram divididos em: intactos, manipulados (submetidos a delicada
manipulacdo tatil durante 1 min) e estimulados (submetidos a frio, luz ou som
intensos durante 10 min). No capitulo 1, foi analisado o efeito da estimulagao
neonatal sobre os comportamentos em animais adultos, os testes realizados
foram: campo-aberto com o predador (gato), labirinto em cruz elevado,
agressividade maternal, comportamento sexual de machos, habituagdo no campo-
aberto, labirinto aquatico de Morris e nado-forcado. Os resultados destes
experimentos mostraram, de maneira geral, que os animais dos grupos

experimentais desenvolveram quando adultos uma hiperatividade, diminui¢do do



medo, diminuicdo da atividade sexual em machbs e aumento do comportamento
agressivo maternal. Por outro lado, os animais dos grupos experimentais nao
mostraram altera¢des quanto a habituacdo, memoéria e depressao. No capitulo 2,
foram analisados os efeitos da estimulagdo neonatal sobre os comportamentos no
campo-aberto com o predador e labirinto em cruz elevado, em animais na fase
peripuberal. Ao contrario dos animais adultos, na fase peripuberal os
comportamentos dos grupos experimentais ndo foram afetados pela estimulagao
neonatal. No capitulo 3, foram analisados os efeitos da estimulagdo neonatal
sobre os comportamentos de campo-aberto com o predador e labirinto em cruz
elevado, em animais adultos que foram gonadectomizados aos 27 dias de idade.
Os resultados desse experimento mostraram que os animais dos grupos
experimentais nao mostram diferengas comportamentais quando comparados aos
intactos. No capitulo 4, foi analisado o efeito da estimulacdo neonatal sobre a
densidade neuronal na amigdala medial e cortex pré-frontal em animais aos 11, 35
e 70 dias de idade. A densidade neuronal dos grupos experimentais, de maneira
geral, diminuiu quando 'comparados aos intactos. Por fim, no capitulo 5, foi
analisado através de imunohistoquimica, o efeito da estimula¢dao neonatal sobre a
apoptose neuronal na amigdala medial em animais aos 5 dias de idade. Os
resultados mostraram que houve um aumento da apoptose nos grupos
experimentais comparados aos intactos, evidenciando que os resultados do
experimento 4 foram causados por uma intensificagdo da apoptose neuronal no
periodo que foi realizado a estimulagédo. Os itens material e método, resultados e

discussdo acompanham a divisao dos capitulos.
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1. INTRODUGAO
1.1. Estresse

Os organismos vivos sobrevivem gracas a manutengédo de um equilibrio
interno complexo, dinamico e harmonioso, denominado homeostase, que é
constantemente ameacado por uma variedade de estimulos ambientais. Nestas
situacées de ameaga ou perigo os organismos desencadeiam uma série de
respostas adaptativas, denominadas de sistemas de estresse, que consistem
de um repertério de reagdes na tentativa de manter o équilibrio interno ou
reestabelecer o equilibrio perdido (Chrousus et al., 1992). Assim as respostas
ao estresse servem para manter ou restaurar a h’omeostasia.

Os principais componentes destas respostas adaptativas s&o o eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) e o sistema autondmico simpatico através da
noradrenalina (Chrousus et al., 1992).

Os neurbnios parvocelulares do nucleo paraventricular (PVN) do
hipotdlamo sintetizam o horménio corticotréfico (CRH); seus axdnios passam
pelo hipotalamo médio basal terminando ‘nos vasos porta-hipofisarios da
eminéncia média onde o CRH é liberado (Plotsky, 1991). Por esta via, o CRH
atua como fator liberador, ativando a hipdfise a liberar horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) que atua na zona fasciculada do cértex da adrenal
estimulando a liberacao de glicocorticéides (Valentino & Foote, 1986; Rivier &
Plotsky, 1986). No homem, o glicocorticbide de maior importancia € o cortisol e
no rato, a corticosterona. Além da estimulagdo do eixo HPA, o estresse causa

um aumento significante na ativagao da divisdo simpatica do sistema nervoso



autonémico que por conseqiiéncia aumenta a secrecido de adrenalina e
noradrenalina (NE) pelos terminais simpaticos, responsaveis por respostas
compensatérias especificas, bem como pela medular da adrenal, que atua nas
respostas mais gerais. Desta forma, estas catecolaminas induzem alteragbes
em inimeras funcdes autonémicas que dao o suporte necessario ao organismo
para manter a homeostasia.

Além das alteragbes das fungdes autondmicas, as catecolaminas, em
conjunto com os glicocorticdides da adrenal, servem para mobilizar a producgéo
e distribuicdo de substratos energéticos durante o estresse (Kopin, 1995). As
concentragdes de varios hormonios hipofisarios podem se alterar em resposta a
estimulos estressantes. Por exemplo, exposi¢do a natagéo forgcada, ao éter e ao
ruido intenso levam a diminuicdo das concentragdes plasmaticas de horménio
do crescimento (GH), hormdnio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante
(FSH) e a um aumento das concentracdes de ACTH, prolactina (PRL) e
horménio tirecestimulante (TSH) (Armario et al., 1986). Dos horménios
hipofisarios, a secrecao de ACTH é a mais utilizada para se determinar se um
estimulo é estressante ou nao.

O CHR esta presente no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN),
bem como, em regides extra-hipotalamicas. Imunorreatividade ao CRH foi
detectada no nicleo central e medial da amigdala, estria terminal, niicleo septal
lateral, nucleo parabraquial, nucleo dorsal da rafe, cortex cerebral, hipocampo,
no coértex cerebelar, no nucleo olivar inferior e Locus Coerulens (LC) (Bloom et
al., 1982; Kawata et al., 1982; Cummings et al., 1983; Swanson & Petrovich.,

1998; Merchenthaler et al., 1982; Olschowka et al., 1982; Powers et al., 1987).



A ampla distribuicdo do CRH no sistema nervoso central (SNC) sugere
que este peptideo atue nao sé estimulando o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HPA), mas também como um neurotransmissor em circuitarias extra-
hipotalamicas, as quais estdo envolvidas nas respostas do organismo a
estimulos estressantes.

Existem conexdes entre os componentes dos sistemas de estresse de tal
forma que a ativacao de um pode levar a ativacao de outros. Como exemplo
destas interagbes podemos citar os neurdnios do PVN, que secretam CRH, e os
neurénios do LC, que produzem a noradrenalina (NE), que interagem entre si
através de uma alga positiva de retroalimentacao (Valentino & Foote., 1986). A
administracdo de CRH no LC aumenta a liberacdo de NE, de forma dose
dependente (Schulz & Lehnert, 1996), por aumentar a frequéncia de disparo
destes neurbnios (Valentino & Foote, 1986; Curtis & Valentino, 1991). Outra
forma de interagdo desses sistemas de estresse é a modulagdao dos centros
autondmicos simpaticos pelo CRH (Swanson et al., 1986). Assim, os
componentes dos sistemas de estresse podem atuar de forma concomitante,
havendo complexa modulacao entre eles. Essa modulagao é fundamental para
a maior efetividade dos sistemas de estresse, tanto na manutengdo como no

reestabelecimento da homeostase.



1.2. Periodo hiporresponsivo ao estresse

No rato, o periodo hiporresponsivo ao estresse (duas primeiras semanas
de vida) é marcado por uma redugcdo na capacidade de secretar ACTH e
corticosterona em resposta ao estimulo estressor (Walker et al., 1993). Além da
manipulagao, outros tipos de estimulos estressantes, aplicados aos animais no
periodo de amamentacao foram usados, inclusive em nosso laboratério. Alguns
desses procedimentos, como por exemplo expor os filhotes ao frio (0° C), que
seria considerado um estimulo estressor para um rato adulto, no animal
neonatal provoca apenas discreta ou nenhuma alteragdo dos horménios
classicos do estresse como o ACTH e a corticosterona (Walker et al., 1986). No
rato, durante as primeiras duas semanas ap6s o parto, a glandula adrenal
produz niveis muito baixos de horménios corticosterdides. Os niveis de ACTH
produzidos pela hipdfise nessa fase sdo também muito baixos, aumentando
paulatinamente até a puberdade (Walker et al., 1986). Por este motivo, durante
esse periodo, chamado de periodo hiporresponsivo ao estresse, as reacoes a
estimulos ambientais sdo acompanhadas apenas por discreta elevacao dos
horménios da adrenal, diferentemente do que acontece com animais adultos
(Gould et al., 1991; Levine, 1994).

O eixo hipotalamo-hipdfise somente funciona coordenadamente e
apropriadamente quando todas as partes que o compde se encontram
amadurecidas. Amadurecimento ndo s6 da capacidade de sintese e secrecao
dos hormonios, mas também da resposta integrada com os tecidos alvos que

articulam a retroalimentacdo da regulacdo hormonal. Uma possibilidade é de



que a pituitaria neonatal seja incapaz de responder a liberacdo de CRF pelo
hipotalamo via sistema porta-hipotaldmico-hipofisario, devido a: 1) inabilidade
para sintetizar e estocar ACTH, 2) imaturidade do sistema de receptbres CRF
ou 3) dissociagdo entre a estimulagéo dos receptores de CRF e a secrecao de
ACTH. Estas consideragcdoes foram feitas por Walker et al., (1986)
demonstrando que ratos injetados com CRF no periodo neonatal ndo produzem
o aumento dos niveis de ACTH observados na idade adulta.

Comum a todas essas explanagdes € o fato que, no periodo neonatal,
alguns aspectos do desenvolvimento do animal encontram-se em fase de
maturacao ou temporariamente inibidos.

Hotta et al. (1988) observaram que a secrecdo de Beta-endorfinas é
dose-dependente da resposta do CRF ao estresse. Estes dados sugerem que
a hipéfise ja na fase neonatal é capaz de sintetizar e secretar ACTH em
resposta ao estresse em ratos, levando a concluséo que uma inabilidade do
hipotdlamo para secretar CRF é um importante componente do periodo
hiporresponsivo ao estresse. No periodo neonatal, a hip6fise € hipersensitiva a
retroalimentacdo negativa devido aos baixos niveis circulantes de
corticosterona durante este periodo (Walker, 1986).

Em ratos, durante o periodo hiporresponsivo ao estresse (do dia 2 ao dia
14 pds-parto no rato), tanto as estimulagbes aparentemente “inofensivas” como
a manipulacao, por exemplo, quanto estimulos estressores como frio e choque
elétrico induzem praticamente as mesmas alteragbes comportamentais e
endécrinas na fase adulta (Levine, 1994). Dessa forma, os grupos de pesquisa

que trabalham nessa area consideram os estimulos a que os animais sdo



submetidos no periodo neonatal apenas como estimulagdo sensorial, ndo os
caracterizando como estressores, mesmo que assim o sejam considerados num

animal adulto (Levine, 1994).

1.3. Estimulagao Neonatal

Eventos precoces na vida dos individuos, como traumatismos e
infeccées durante ou logo apds o parto, estdo correlacionadas a disturbios
comportamentais na vida adulta. A estimulagdo neonatal tem sido utilizada ha
algumas décadas como modelo experimental para examinar oS mecanismos
pelos quais variagbes precoces do ambiente do animal afetam o
desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem a alteragoes
comportamentais e neuroenddcrinas estaveis na fase adulta (Levine, 1962;
Denenberg, 1964).

Em ratos, a estimulagao neonatal tipicamente consiste da “manipulagao”
dos animais por alguns minutos, em geral durante as duas primeiras semanas
de vida. Esses animais quando adultos tém uma resposta menos acentuada da
secrecdo de glicocorticoides pela supra-renal, quando expostos a estimulos
estressores. Ou seja, ratos manipulados na infancia apresentam frente a novos
estimulos estressantes, uma secregao de corticosterona menor que animais
nao manipulados na mesma fase (Levine, 1993; Meaney et al., 1993). Contudo,
0s niveis basais de corticosterona de animais manipulados e nao-manipulados
nao diferem entre si quando adultos. As diferencas entre eles parecem ser
devidas a uma sensibilidade diferencial do SNC ao mecanismo de

rétroalimentagéo negativa da supra-renal (Levine, 1994). Foi demonstrado que



ratos adultos manipulados precocemente tem uma maior densidade de
receptores glicocorticéides no hipocampo (Meaney et al.,, 1993; Sapolsky,
1994). Postula-se que essa seria a causa das diferencas nas respostas ao
estimulo estressor na vida adulta entre animais estimulados e nao estimulados

na infancia (Meaney et al., 1994; Bhatnagar & Meaney, 1995).

1.4. Estimulagdo neonatal e glicocorticéides

Animais manipulados diariamente nas 3 primeira semanas de vida
mostram um aumento da concentracdo de receptores glicocorticéides no
hipocampo quando examinados aos 7 meses de idade (Meaney et al., 1985a).
Durante os primeiros dias apds 0 nascimento a concentracéo de receptores
glicocorticoides no hipocampo do rato esta relativamente baixa,
aproximadamente 20% da concentragado existente no animal adulto (Clayton et
al., 1977; Meaney et al., 1985b; Olpe & McEwen, 1976). A concentracao de
receptores para glicocorticéides aumenta dramaticamente durante as primeiras
duas semanas de vida. Estudos autoradiograficos, examinando o
desenvolvimento dos receptores glicocorticbides em regides especificas dentro
do hipocampo, mostravam que em certas areas, notadamente no giro denteado,
a concentragao continua oscilando até a segunda semana de vida (Meaney et
al., 1985c). Esse dado sugere que algumas modiﬁcagﬁes estendem-se por mais
tempo. Assim, a manipulagdo € mais efetiva durante o periodo que a
concentragao de receptores glicocorticéides esta aumentando em dire¢éo aos

niveis de animais adultos (primeiras duas semanas de vida). O efeito da



manipulag¢éo sobre a concentragcéo dos receptores glicocorticéides & especifica
para o hipocampo, embora menos pronunciada do que no cértex frontal

(Meaney et al., 1985a, 1989, 1991).

1.5. Efeito da estimulagdo neonatal sobre o comportamento

A manipulacao neonatal, procedimento aparentemente nao estressante
ao individuo, tem como consequéncia, na vida adulta, uma série de alteragdes
comportamentais que se caracterizam basicamente por uma diminui¢do do
medo a ambientes novos (Hess et al., 1969; Denenberg et al., 1973; Smythe et
al., 1994).

Levine (1957) iniciou os estudos sobre a estimulagdo neonatal,
verificando que animais manipulados neste periodo eram emocionalmente
menos comprometidos quando adultos, quando avaliados através de um teste
de aprendizagem de fuga apds o choque. Em continuidade, demonstrou que
animais manipulados ou estimulados por choque neste periodo, aumentavam a
ingesta de agua quando adultos apds periodos de privagcdo de 18 hrs (Levine,
1957) e 24hrs (Levine, 1958).

A partir desses trabalhos iniciou-se toda uma discussdo em torno do
periodo critico do desenvolvimento do rato, o que levou a uma intensificagéao
do estudo da estimula¢éo neonatal .

Denenberg & Karas (1960) mostraram que animais manipulados entre o
12 e 10% dias neonatal aumentavam o peso cdrporal, a capacidade de

aprendizagem de fuga e da capacidade de sobrevivéncia, resultados nao



observados quando os animais foram manipulados do 112 a0 202 dias de vida.
Quando a manipulagao foi realizada por periodos de 3 ou 5 dias as diferencas
acima néao foram encontradas (Denenberg, 1962a).

Em outro estudo, Denenberg & Kline (1964) testaram com estimulacéo
por choque elétrico, animais nos periodos do 12 ao 109 dia de vida. Os ratos
foram divididos em grupos que foram submetidos a estimulagdo em diferentes
dias neonatal: 1-5, 1-3, 3-5 e 2, apenas o grupo que sofreu estimulagao
somente no dia 2 nao mostrou as alteragdes dos trabalhos acima.

Posteriormente o teste de campo aberto foi amplamente utilizado para
analise dos efeitos comportamentais da estimulagao neonatal. Verificou-se que
0os animais que sofreram estimulacao neonatal (tanto manipulacdo quanto
estimulacao por choque elétrico), mostraram um aumento da locomogéo e da
atividade exploratéria, bem como uma diminuigao do medo e ansiedade na fase
adulta (Denenberg & Morton, 1962; Denenberg & Smith, 1963 e Denenberg &
Whimbey, 1963).

Hunt & Otis (1963) mostraram que os animais manipulados, quando
privados de agua e comida na idade adulta, tinham uma menor laténcia para
encontrar o alimento no campo aberto. Trabalhos posteriores em nosso
laboratério, mostraram que este resultado deve ser devido ao aumento da
locomogcdo e exploragdo do animal no campo aberto, aumentando a
probabilidade do mesmo encontrar o alimento.

A partir de 1967 os estudos sobre os efeitos da estimulagéo no periodo
neonatal voltaram-se para a relagdo hormonal, principaimente com o eixo

hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA). Levine et al. (1967) consideraram que o
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comportamento seria um processo adaptativo bem como a producao de
glicocorticoides, que sob certas condigdes fisiolégicas ambos fendémenos
poderiam gerar efeitos imprevisiveis no organismo.

Existe uma consideravel quantidade de trabalhos mostrando que a
manipulagao, ou qualquer outro tipo de estimulagdo do animal no periodo
neonatal provoca um distirbio da relagdo mae-filhote. As maes de filhotes
manipulados lambem mais sua prole do que maes de filhotes ndo manipulados.
Sabe-se, por outro lado, que o comportamento da mae em relagéo ao filhote
(lamber o corpo do filhote, por exemplo) afeta o desenvolvimento do sistema
nervoso deste (Levine, 1991), podendo gerar também diminuicao da frequéncia
cardiaca e diminuicdo dos niveis de horménio de crescimento (GH).
Afastamento maternal leva também a um aumento na resposta da adrenal
para o ACTH exégeno. Estas mudancas sdo normalizadas com o retorno da
mae ao ninho (Hofer, 1973)

Dong et al. (1997) observaram que as fémeas que tinham seus filhotes
manipulados aumentavam a frequéncia de lamber os filhotes quando
comparadas as fémeas com filhotes ndo manipulados, evidenciando que estes
comportamentos podem ser regulados pela interagdo mae-filhote. Este dado é
consistente com o fato da manipulagdo neonatal aumentar a vocalizagdo
ultrasénica em filhotes, gerando um aumento dos cuidados com os mesmos.
Variagbes no cuidado maternal afetam o desenvolvimento de diferencas
individuais em respostas neuroendocrinas ao estresse. Quando adultos a
ninhada das maes que mostraram maior cuidado com os filhotes durante os

primeiros 10 dias de vida tiveram uma reducdo do hormodnio
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adrenocorticotréfico no plasma, aumento da expressdo de receptores para
glicocorticéides no hipocampo, aumento da sensibilidade na retroalimentagao
dos glicocorticoides e diminuigéo dos niveis de horménio liberador corticotréfico.

Trabalhos realizados em ratos, analisando o efeito da separagdo do
filhote da mae e também de seus irmaos, mostraram que o aumento do nivel
de corticosterona ocorre em qualquer tipo de separagdo mesmo permanecendo
o contato visual (Wiener et al., 1990; Bayart et al., 1990).

Assim, postula-se que seria a perturbacdo da relagao mae-filhote que
induziria ao padrao comportamental e endécrino observado na vida adulta do
rato manipulado no periodo neonatal.

Os resultados da estimulagéo neonatal na agressao séo contraditorios.
Levine & Lewis (1959) demonstraram um aumento na agressividade em
camundongos machos, enquanto Hilakivi-Clarke et al. (1991) nao obtiveram
nenhum efeito significante em ratos machos.

Em ratos machos Wistar a agressividade € minima, sendo que somente
nas fémeas no periodo pés-parto (3g ao 112 dias) a agressividade € melhor
evidenciada e possivel de ser analisada. O comportamento agressivo de
fémeas lactantes frente a um macho intruso € um comportamento padronizado,
sendo que em nosso laboratério este comportamento tem sido estudado sob
varios aspectos (Lucion & De Almeida, 1996).

Em relacao ao comportamento sexual, quando ratos machos submetidos
a estimulagdo neonatal (baixa temperatura) foram comparados com os
controles nao mostraram diferencas significantes no comportamento copulatério

frente a fémeas em estro. Marinari et al. (1976) demonstraram que o aumento
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da atividade adrenocortical em ratos machos adultos esta associada a
diminuicao da resposta sexual. Segarra et al. (1991) administraram ACTH em
animais pré e pos natal e verificaram que o comportamento sexual em machos
diminuiu, porém nao ha diferengcas em relacdo aos niveis plasmaticos de
testosterona. Em fémeas, a estimulacdo neonatal atenuou ou preveniu a
indugao do diestro constante deflagrado por um modelo de estresse cronico
imprevisivel (0 animal ndo tinha controle do tipo de estresse que seria
administrado durante o periodo) na adolescéncia (Gonzalez et al., 1994).

Os resultados do comportamento de ratos em uma situagdo sem
possibilidade de fuga (teste de nado forgado) também foram contraditorios.
Hilakivi-Clarke et al. (1991) mostraram que ratos aduitos que foram
manipulados durante o periodo neonatal ficam menos iméveis do que os nao
manipulados no mesmo periodo, o que pode indicar uma melhor resposta a
estimulos ambientais novos. Por outro lado, Gonzalez et al. (1990) mostraram
que nao ha diferencas entre animais manipulados e nao manipulados no
periodo neonatal, quando analisados no teste de nado forgado, somente
quando os animais adultos foram submetidos a um novo estimulo estressor 24
hrs antes do teste. Nesse ultimo caso, os animais manipulados na infancia
mostraram uma redug¢ao no tempo de imobilizagao quando comparados aos
animais nao manipulados no mesmo periodo.

Os efeitos da manipulagao pos-natal na fungdo do HPA sao opostos, em
alguns aspectos, aos produzidos pelo estresse pré-natal. Ratos estressados no
periodo pré-natal, quando submetidos a um novo estresse por choque antes

dos 21 dias de idade exibem uma elevagdo da secregdo de ACTH e
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corticosterona, um efeito que aparentemente desaparece na adolescéncia
(Takahashi et al., 1992a). Os efeitos do estresse pré-natal sdo dependentes do
sexo . McCornick et al. (1992) verificaram que animais que sofreram estresse
pré-natal, quando submetidos a um estresse de contencdo na idade adulta,
mostram um aumento de ACTH e corticosterona (CORT) no plasma em
fémeas, efeito que nao se repete nos machos. Animais que sofreram estresse
pré-natal mostram um exagerado aumento do medo quando adultos, analisados
no labirinto, mostrando um aumento do comportamento de imobilidade e da
defecacao bem como aumento da vocalizagdo. No campo aberto mostram uma
diminuicao do comportamento de locomogao (Fride et al., 1986; Suchecki &
Neto, 1991; Takahashi et al., 1992b).

A manipulagido neonatal aumenta a laténcia de lamber a cauda no teste .
de “tail-flick” e aumenta a hipoalgesia induzida por morfina tanto no “tail-flick”
quanto na “hot plate” (D’Amore et al., 1991; Pieretti et al., 1991). Estes dados -
sugerem que a manipulagdo neonatal produz efeitos nos sistemas
antinociceptivos, ocorrendo concomitantemente com alteragdes na fungao do
eixo HPA.

As alteragbes comportamentais (aumento do medo, comportamento de
imobilidade e defecagado) observadas no labirinto em animais que sofreram
estresse pré-natal podem ser neutralizadas pela estimulacdo neonatal,
mostrando um efeito contrastante entre os dois periodos de estresse
(Wakshlak, 1990).

A manipulagao neonatal aumenta os receptores glicocorticéides tipo Il no

cortex frontal e hipocampo, as diferencas no estresse induzindo secrecao de
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CORT e ACTH podem representar aumento na sensibilidade para

glicocorticoides (Meaney et al., 1985c, 1989,1991).

1.6. Estresse neonatal e horménios gonadais

Os horménios gonadais tem papel decisivo sobre o desenvolvimento do
sistema nervoso durante o periodo critico (duas primeiras semanas de vida).
Neste periodo, os hormbnios gonadais tém a funcdo de organizar
permanentemente o SNC principalmente o padrao fisiolégico da fungao
reprodutiva (Young, 1961; Levine & Mullins, 1964). A acao dos esterdides no
animal neonato altera o padrao e provavelmente a quantidade da secrecio de
hormonios quando adultos. Os esterdides presentes nesta idade determinam as
respostas dos horménios centrais, que controlam o comportamento sexual no
animal adulto ( Levine & Mullins, 1966).

Tomando como parametros as mudangas fisiolégicas e morfolégicas
para o desenvolvimento de ratos de ambos sexos, os mesmos foram divididos
em 5 periodos: neonatal, infantil, juvenil, peripuberal e puberdade. Sendo que
em machos o periodo neonatal compreende a primeira semana de vida; o
periodo infantil compreende a segunda e a terceira semanas de vida; o periodo
juvenil vai do 212 ao 332 dias de vida, o periodo peripuberal comeca no 33%dia
de idade e cai até o aparecimento de espermatozoides maduros nos vasos
deferentes; a partir dai inicia-se a puberdade em torno dos 55 dias de idade.

Nas fémeas os periodos estdo distribuidos do mesmo modo, porém a fase
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peripuberal termina com a ocorréncia da primeira ovulagéo (em torno dos 38
dias de idade) (Ojeda et al., 1980).

O desenvolvimento dos ratos em relagdao a parte hormonal ocorre da
seguinte maneira: em torno do 12° dia fetal pode ser detectado a presenca de
LHRH hipotalamico (Critchlow & Elwers Bar-Sela, 1967). A pituitaria esta
vascularmente conectada ao cérebro em torno do 122 ao 14° dias fetal,
sugerindo uma funcgéo trofica essencial do LHRH para a diferenciacdo da
pituitaria (Szabo & Csanyi, 1982; Fink & Smith, 1971). O nivel de LHRH
mantém-se baixo até o 182 dia, quando comeca a aumentar paulatinamente,
com um substancial aumento no dia do nascimento (Chiappa & Fink, 1977,
Nemeskéri et al., 1983; Aubert et al., 1985).

O LH comeca a ser detectado por volta do 179 dia fetal e a resposta ao
LHRH ja pode ser observada. O FSH torna-se detectavel em torno do 19% dia
fetal.

No periodo pés-natal, logo apdés o nascimento, os niveis de FSH no
plasma comegam a aumentar, chegando a um nivel maximo no 12° dia, e
declinando gradualmente até o fim do periodo peripuberal. O nivel de LH &
mais elevado na fase neonatal do que na fase juvenil, mas a elevacao € menos
evidente que aquela do FSH. O nivel de LHRH hipotaldmico aumenta
marcadamente entre o dia do nascimento e o fim do desenvolvimento juvenil
(Araki et al., 1975; Neméskeri et al., 1983; Aubert et al., 1985). LHRH é
substanciaimente mais baixo durante o periodo neonatal-infantil do que durante

o desenvolvimento juvenil e pré-pubere (Hompes et al., 1982).
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Andrégenos, principalmente a testosterona ou seus metabdlitos, sao
secretados em uma alta concentracdo durante a vida fetal (Vom Saal &
Bronson, 1980) e induzem as mudangcas na morfologia, fisiologia e
comportamento do animal. O mais alto indice de testosterona no plasma ocorre
durante o parto e 6 hs apds comega a declinar (Corbier et al., 1978; Slob et al.,
1980; Gogan et al., 1981), esta elevagao de testosterona esta associada a um
aumento né concentragdo hipotalamica de estradiol (Rhoda et al., 1984). Estes
dados sugerem que o aumento da testosterona contribui para a diferenciacéao
do cérebro em relagcao ao comportamento sexual em machos, agindo por via
estrogénica (Corbier, 1985).

A revisdo da literatura mostra que as respostas comportamentais de
machos e fémeas em um mesmo teste com um mesmo tratamento sao
diferentes. As fémeas sdo menos comprometidas emocionalmente que os
machos, pois tem menos medo e ansiedade e maior locomogao quando
comparados aos machos do mesmo grupo (Denenberg et al., 1973). As fémeas
também exploram mais novos territérios (Zimbardo & Montgomery, 1957;
Richards & Leslie, 1962) e tém uma resposta mais répid‘a em testes de fuga
(Levine & Broadhurst, 1963). A exibicdo do comportamento sexualmente
dimérfico em roedores é dependente da qualidade e quantidade de hormoénios
esteréides no periodo de desenvolvimento (Meisel et al.,1979).

As diferencas sexuais no comportamento emocional entre ratos machos
e fémeas, em parte pelo menos, dependem da diferenciagdo sexual do sistema
endécrino. A diferenciacao sexual é afetada pela administragao neonatal de

hormonios.
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Clark (1934), em um experimento em machos e fémeas submetidos a
castracdo com 1 ou 2 dias de vida, verificou que em machos castrados
comparados ao controle, ocorreu um aumento da concentragdo dos horménios
gonadotroficos, gerando uma diminuicdo das diferencas sexuais entre machos
e fémeas. |

A administracdo de androégenos no periodo neonatal (4 ou 5 dias de
idade) aboliu o ciclo ovariano em ratas fémeas (Harris & Levine, 1962) e
produziu uma esterilidade permanente em ratos machos. Nos machos ocorreu
também uma reducdo do peso dos o6rgaos reprodutivos (Swanson & Vander
Werff tem Bosch, 1964). O tratamento com estrégeno também afeta o ciclo
ovulatério da mesma maneira que os androgenos (Levine & Mullins, 1964). Em
relacgdo ao comportamento sexual, administracdo neonatal de estrégeno e
testosterona, aboliu a receptividade sexual em ratas fémeas, e estrégeno mais
nao andrégeno (Whalen, 1964) reduziu o comportamento sexual do rato macho
(Harris & Levine, 1962; Whalen & Nadler, 1963).

A administragdo perinatal de esterbides sexuais alteram varios
comportamentos nao sexuais (Young et al., 1964). Gray et al. (1965)
demonstraram que a inje¢do de estrogeno (59 dia neonatal) diminuiu a
emocionalidade no teste de campo aberto, afetando ambos os sexos.

Becker & lles (1985) mostraram que a proteina de ligagdo de andrégenos
(ABP) encontra-se numa concentragdo mais baixa em ratos de ambos os sexos
do 1892 dia pés-concepgdo ao 42 dia pés-natal, a ABP possui um padrio de
secrecdo semelhante ao da testosterona neste periodo, com picos no 18¢ dia

pbds-concepcdo e no parto, acompanhando o padrdo de secregdo de
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testosterona no periodo critico neonatal. A separagdo do filhote da mae
imediatamente apés © nascimento produz uma elevagcao do nivel de
testosterona bem como do nivel de ABP (Slob et al., 1980).

A sensibilizacdo ao estresse no periodo de desenvolvimento do rato
pode causar alteracbes permanentes no comportamento do animal. Nos ratos,
estresse de contencdo e calor no periodo pré-natal, causa em relagdo ao
comportamento copulatério, desmasculinizagdo e feminilizacdo nos filhotes
(Meisel et al., 1979). Em camundongos, o0 mesmo tipo de estresse no mesmo
periodo, mostra efeitos similares na expresséao tipica do macho e também no
comportamento de agressao entre machos e atividade locomotora (Kinsley et
al., 1996).

A rata fémea secreta mais prolactina em resposta ao estresse, efeito que
nao é observado quando a mesma se encontra no periodo de lactacao.

A exposicao de fémeas prenhas a um ambiente estressor pode modular
a esteroidogénese gonadal (Orth et al., 1983). Esterdides sexuais afetam varios
aspectos da resposta ao estresse. Ha diferencas sexualmente dimérficas ou
dependentes de esterdides na resposta do ACTH e corticoides para o estresse.
Imobilizacdo aumenta os niveis de ACTH e CORT rapidamente em ratos
machos e fémeas e diminuiu os niveis de GH nos machos (Aloisi et al., 1994;
Honda et al., 1994).

A resposta da prolactina a um anico estresse de imobilizacdo nao
mostrou nenhuma alteragao tanto em ratos machos como nas fémeas (Kant et
al., 1983). Fémeas e machos castrados mostraram um aumento de arginina-

vasopressina (AVP) no plasma apds o estresse (Carter et al., 1986). Diferencas
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entre os sexos na estrutura (organizagao sinaptica no nucleo ventromedial do
hipotalamo (Matsumoto & Arai, 1986) ou na fungdo do sistema transmissor

pode fundamentar a discrepancia da resposta ao estresse.

1.7. Estimulagao neonatal e densidade neuronal

Identificagdo e caracterizagao dos fatores que permitem o nascimento
neuronal e migragdo em alguns sistemas aduitos podem levar a um melhor
entendimento de como estes processos séo terminados em varias regiées do
cérebro. Os dados da neurogénese em ratos adultos tém sido bem
documentados em somente dois sistemas dos mamiferos, o giro denteado
(Bayer et al., 1982; Cameron et al., 1993) e o bulbo olfatério (Altman, 1969;
Kaplan et al., 1985). O desenvolvimento do cérebro do rato € marcado por 3
fases: periodo embrionaria, periodo pds-natal e adolescéncia. Essas fases se
caracterizam pelos processos de neurogénese e gliogénese, migracado de
neurdnios de seus lugares de nascimento para a camada celular granular e
morte celular. A populagao progenitora de células esta localizada em diferentes
regides durante a gestacdo, periodo pés-natal e adolescéncia. As taxas de
nascimento celular, migracao e morte sao mais baixas na adolescéncia do que
durante o desenvolvimento, no giro denteado e hipocampo, regiées que esses
processos ja foram estudados (Rickmann et al., 1987; Gould et al., 1991).

No periodo pés-natal, durante as duas primeiras semanas de vida, a
maioria das células granulares do giro denteado e hipocampo estdo nascendo

(Schlessinger et al., 1975; Bayer, 1980), gliogénese é também maxima nesta
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fase (Rickmann et al.,, 1987). Os neurdnios granulares nascem na zona
proliferativa secundaria do hilus e migram presumivelmente ao longo das fibras
gliais radiais, para residir na camada celular granular. Nesta fase ocorre
também uma intensa morte celular, que se caracteriza por um significativo
aumento na densidade de células picnéticas e uma significante diminuicao da
densidade de células sadias. Esta fase ocorre entre o 42 e 62 dias pos-parto,
precede imediatamente e sobrepde-se ao tempo de maxima neurogénese.
Depois da segunda semana poés-natal, nascimento celular, migracdo e morte
diminuem a niveis baixos semelhantes aqueles nos aduitos (Gould et al., 1991;
Schilessinger et al., 1975).

Evidéncias mostram que o desenvolvimento neuronal esta relacionado
aos niveis dos esterdide adrenais. Na vida do animal a neurogénese, migragao
neuronal e morte celular correlacionam-se negativamente com os esterdides
adrenais. No periodo embrionario, ocorre uma elevagdo dos niveis dos
horménios adrenais e baixa nos processos neuronais citados anteriormente,
porém apds o parto (duas primeiras semanas de vida) os niveis hormonais
baixam e nascimento, migragdo e morte celular sdo maximos (Schlessinger et
al,, 1975; Rickmann et al., 1987; Gould et al.,, 1991). Apoés este periodo os
niveis de horménios adrenais elevam-se novamente e mantém-se altos até a
adolescéncia (Sapolsky & Meaney, 1986). Coincidentemente, os processos de
nascimento, migragdo e morte neuronal diminuem. Esta relacdo temporal
apresenta a possibilidade dos esterbides adrenais controlarem naturalmente a

producdo, migracao e sobrevivéncia dos neurdnios durante a vida do animal.
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Uma caracteristica importante do SNC é a plasticidade cerebral, definida
como mudangas observadas na estrutura e na fungdo do SNC ao nivel celular,
levando a plasticidade comportamental (Cotman et al., 1994). O termo
plasticidade comportamental, introduzido em 1890 por William James, refere-se
a qualquer mudanca significativa no comportamento (Cotman et al.,, 1994).
Esses mesmos autores defendem a idéia de que modificagdes sinapticas
espontaneas ou naturais ocorrem no sistema nervoso maduro, e que esta forha
de sinaptogénese natural pode ser regulada pelos mesmos fatores que operam
durante periodos precoces do desenvolvimento nervoso (Finger & Aimli, 1985).
Recentes estudos demonstraram que o cérebro tem uma excepcional
capacidade plastica que se estende por toda vida (Cotman et al., 1994).

O melhor estimulo para a plasticidade cerebral é a experiéncia e,
dependendo da intensidade ou do tipo de estimulagdo, produz inumeras
mudangas cerebrais, incluindo aumento do comprimento de dendritos, aumento
ou diminuicdo na densidade de espinhos dendriticos, formag¢ao sinaptica,
aumento na atividade glial e alteragbes na atividade metabdlica. Essas
mudanc¢as anatémicas, que também podem ser causadas por lesées do SNC,
estao relacionadas a diferengas comportamentais entre os individuos e podem
ser afetadas por varios fatores incluindo idade, horménios gonadais, fatores
troficos, estresse e patologias cerebrais (Zilles, 1992; Kolb & Whishaw, 1998). A
idéia de que a experiéncia possa modificar a estrutura cerebral foi enunciada
por volta de 1890 (Ramon Y Cajal, 1928). Nesta época foi sugerido que o
cérebro poderia armazenar uma variedade de informagbées ambientais por

modificar as conexdes sinapticas entre as células (Kolb & Whishaw, 1998).
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O ambiente pode atuar sobre conexdes sinapticas a partir de dois
mecanismos basicos: primeiro, experiéncias ambientais podem estimular o
crescimento de processos neurais e a formagao de novas conexdes entre os
neurdnios; segundo, as experiéncias ambientais podem reforcar conexoes que
estdo intrinsecamente determinadas. Novas conexdes, tal como proposto pela
primeira teoria, poderiam explicar a aquisicdo de novas capacidades
comportamentais (Greenough, 1975).

A amigdala € uma estrutura de conformacdo esfer6ide e alongada,
composta por um conjunto de nicleos subcorticais, que se localiza no lobo
temporal anterior, lateral ao hipotdlamo e ventral ao estriado (Paxinos &
Watson, 1998). A amigdala é considerada parte do sistema limbico e esta
relacionada a inumeras fungdes. Essa estrutura modula atividades relacionadas
com a percepcgao e a elaboragéo de respostas a estimulos em que o medo e a
ansiedade estejam envolvidos, percebe informacgbes olfativas e hormonais e
afeta a ocorréncia de comportamento reprodutivo. Também, participa do
aprendizado e da formacdo de memoria, e associa a atividade vegetativa com a
ocorréncia desses comportamentos (Masco & Carrer, 1990; Quirk et al., 1995;
Swanson & Petrovich, 1998). A amigdala recebe varios tipos de informagées
sensoriais, interoceptivas e exteroceptivas, modificando sua propria atividade
no que se supde seja uma etapa na apreciagdo emocional da informagao
recebida, e estimula diversas regiées do SNC para que se inicie a resposta ao
estimulo (Quirk et al., 1995). Desse modo, para adequar a rela¢éo do animal ao
seu ambiente, a amigdala pode modular comportamentos e alteragoes

vegetativas e enddécrinas (Davis, 1992). Em resposta a estimulos aversivos
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visuais ou auditivos, impulsos nervosos provenientes do talamo e do cortex
cerebral chegam as regides amigdalianas lateral e basolateral, onde estdo os
nucleos basal e basal acessorio. A seguir, eles sao transmitidos principalmente
ao nucleo central da amigdala, o qual emite eferéncias para o hipotalamo e
para o tronco encefalico, onde as respostas comportamentais relacionadas com
medo e as respostas vegetativas simpatica e parassimpatica sdo organizadas.
Isso faz com que o animal paralise sua atividade atual e fique preferencialmente
em posicdo imével, aumente sua atengcdo em relacdo ao ambiente, fique
taquipnético e taquicardico, tenha elevagdo da presséo arterial e aumente a
liberacdo de horménio adrenocorticotréfico (Davis, 1992).

A amigdala medial (AMe), também pode modular a ocorréncia de
comportamentos, como é o caso dos comportamentos sexual, agressivo e de
aprendizado onde o componente emocional esta envolvido (Wood & Newman,
1995). Para isso, a AMe estabelece conexdes, muitas delas reciprocas, com
outras regides dentro da propria amigdala, como é o caso do nucleo central, o
bulbo olfatério, o érgao vomeronasal, o hipocampo, o estriado e o globo palido
ventral, nucleo préprio da estria terminal, o hipotalamo, o talamo, a substancia
cinzenta periaquedutal do mesencéfalo e os nucleos da rafe mesencefalicos
(Wood & Newman, 1995; Guillamén & Segovia, 1997). A lesdo da parte anterior
da AMe e da amigdala cortical diminui a ocorréncia de comportamento sexual
em ratas. A estimulagdo dessas mesmas regibes promove o efeito oposto
(Masco & Carrer, 1990). Em machos, a lesdo da AMe prejudica a ocorréncia de
gjaculagdo (Harris & Sachs, 1975). Quando analisada através de

eletroencefalografia, a estimulacao da AMe mostra uma atividade praticamente
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indistinguivel do periodo de inatividade motora observada no periodo pés-
ejaculatério (Smock et al., 1992). O papel da AMe sobre o comportamento
sexual e a propria atividade reprodutiva pode ser influenciado por hormoénios
gonadais ( Guillamén & Segovia, 1997).

Receptores para horménios gonadais sdo encontrados na AMe de ratos
(Osterlund et al., 1998) em quantidade comparavel ao observado no hipotélémo
(Simerly et al., 1990). Receptores alfa e beta para estrégeno s3o encontrados
tanto na porgédo anterior quanto na posterior da AMe (Osterlund et al., 1998).
Iguaimente, a aromatase € encontrada na AMe, esta enzima tem alta atividade
durante o periodo critico neonatal de maturacao do sistema nervoso (Shinoda
etal., 1994).

A AMe de ratos é sexualmente dimorfica, isto €, a area total da AMe é
maior em ratos machos do que em fémeas (Hines et al., 1992). Dimorfismo
sexual pode ocorrer também em regides que estao relacionadas com a AMe.

A amigdala forma um circuito sensivel aos hormdnios gonadais que
integra informagoes olfativas, esterbéides sexuais e a propria atividade intrinseca
neuronal desse nlcleo amigdaliano (Guillamon & Segovia, 1997).

Varios estudbs indicam que a importancia da amigdala esta na
expressao das mudangas autondmicas, neuroendocrinas € comportamentais
que ocorrem em resposta ao medo ou ao estimulo aversivo. Destruicido da
amigdala reduz varias medidas do medo e da ansiedade. O nucleo amigdaléide
central € o mais envolvido na mediagédo de respostas associadas com estresse
condicionado e aprendizado. Ablagao bilateral do nucleo amigdaldide central,

impede ou bloqueia a resposta ao estresse. Estas respostas incluem frequéncia
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cardiaéa, pressao sanguinea e secreg¢do de corticosterona (lwata, 1987;
Beaulieu et al., 1987). Estes dados sugerem que a amigdala regula a resposta
ao estimulo estressor, estimulando ou impedindo a passagem do estimulo a
outras areas do cérebro (Gloor, 1986). A percepcdo do medo através da
estimulagdo amigdalbéide esta estreitamente relacionada e usuaimente
associada com memoérias de experiéncias anteriores. A estimulagao induz medo
acompanhada por um aumento da frequéncia cardiaca e pressao sanguinea,
dilatacdo da pupila e distrasia da expressédo facial (Stock, 1981; lwata, 1987).
Em situagbes de estresse e ansiedade ocorre a ativagao do nucleo amigdaldide
central. Os neurdnios amigdaldides, que secretam CRH, s&do ativados durante o
estresse (Honkaniemi, 1992). Estima-se que em torno de 1750 neurdnios que
sintetizam o CRH estejam localizados em cada lado do nucleo amigdal6ide
central (Gray, 1990). Em ratos, a resposta de corticotrofina ao estresse é
caracterizada por um aumento na secre¢do do ACTH pela hipéfise o que leva a
liberagao de corticosterona pelo cértex adrenal.

Lesdo bilateral da CeA reduz significativamente a resposta
ACTHy/corticosterona ao estresse de imobilizagdo. O estresse de imobilizagao
resulta em aumento da atividade noradrenérgica na CeA, sugerindo um papel
facilitatério para noradrenalina (Beaulieu, et al., 1987).

Poucas investigagdes histologicas tém sido realizadas para verificar o
efeito da manipulagcdo neonatal no desenvolvimento do cérebro. Alguns
trabalho mostram que a manipulagdo neonatal leva a um aumento do numero
de ceélulas gliais no cortex cerebral (Altman et al., 1968; Szeligo & Leblond,

1977). Szeligo & Leblond (1977), encontraram no cortex occipital, um
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significativo aumento no numero de astrécitos aos 50 dias de idade em animais
que foram manipulados na fase neonatal. Os autores sugerem que o aumento
no numero de astrocitos no cértex, foi uma resposta ao aumento da atividade
neuronal associada com a manipulagéo.

A proliferacdo de células pés-natal no giro denteado do hipocampo é
maior em filhotes manipulados entre o 22 e 112 dias da fase neonatal do que em
filhotes nao manipulados (Altman et al., 1968).

Apoptose € a morte programada da célula, processo que ocorre durante
a maturacdo do sistema nervoso (Kerr et al., 1987) em funcdo de uma
variedade de circunstancias, incluindo selegcdo de células imunes,
carcinogénese e desenvolvimento (Raff et al., 1993, Majno & Joris, 1995). Esse
€ um processo fisiolégico de eliminac¢do da célula, durante o qual, em contraste
com a necrose, ndo ha indugdo de resposta inflamatéria (Duvall, et al., 1985;
Fadok et al., 1992). A apoptose comecou a ser descrita 25 anos atras por Kerr
et al. (1972) e recentemente tem sido implicada em muitos processos
patolégicos. Em contraste com a necrose, que é tipicamente causada pelo
rapido aumento do volume e lise da célula, a morfologia da célula apoptética
exibe condensacao da cromatina contra a membrana nuclear, encolhimento da
célula com preservagao de organelas e particulas membranosas do nucleo e
citoplasma, conhecida como corpos apoptéticos. Durante a apoptose, organelas
intracelulares como as mitocdndrias e reticulo endoplasmatico rugoso,
permanecem intactas. Em comparacdo com a necrose, a apoptose € um
processo mais lento (Bonfoco et al., 1995) e frequentemente depende da

expressao génica e sintese de proteinas especificas (Deckwerth & Johnson,
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1993). Morte apoptética requer, em muitos casos, uma ativagédo do programa da
propria destruigdo, usualmente chamada de morte programada da célula (PCD-
programed cell death), incluindo autodigestdo, com ativacdo de proteases e
endonucleases. Uma das caracteristicas marcantes deste processo é a
degradacao do DNA nuclear, detectada por visualizagdo da quebra de bandas
de DNA e fragmentos de DNA do tamanho de hucleosomos através da técnica
de eletroforese gel (Wyllie, 1980; Gavrieli et al., 1992).

Embora haja controvérsias, o papel da apoptose em condigdes
neuropatolégicas esta comegando a emergir. Por exemplo, a fragmentacao do
DNA acontece concomitantemente a morte neuronal em modelos de isquemia
(Macmanus et al., 1993, Pollard et al., 1994; Charriaut-Marlangue et al., 1996).
Durante o desenvolvimento do SNC é sabido que os neurdnios sofrem PCD
(Oppenheim, 1991). O PCD em neurénios ocorre ndo somente em desordens
neurodegenerativas, semelhantes as doengas de Alzheimer, Parkinson e outras
(Choi, 1992; Arenas, 1994; Isacson, 1993; Ziv et al., 1994; Giese et al., 1995;
Portera & Cailliau, 1995), mas também em deficiéncias metabdlicas tardias do
cérebro, acompanhadas de isquemia ou doencga epiléptica. Portanto, a morte
programada da célula é provavelmente intrinseca para cada neurdnio e pode
ser ativada por varias condigbes patolégicas. Muitas dessas substancias
mediadoras de neurdnios apoptéticos “in vivo” sdo também efetivas na indugéo
de apoptose em sistemas de cultura neuronal. Tem sido recentemente
mostrado que a excitacdo por aminoacidos, glutamato (Didier et al., 1996),
hipbxia e 6xido nitrico (Palluy et al., 1996), oxigénio reativo, dopamina (Ziv et

al., 1994), e beta amiléide (Loo et al., 1993) e capaz de induzir apoptose em
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neurdnios. Apés o traumatismo da medula espinhal no rato, ocorre tipicamente
necrose pos-traumatica, mas em adi¢ao, células apoptéticas foram encontradas
de 6 horas a 3 semanas apés o ferimento, especialmente na substancia branca
da espinha. Células apoptdticas eram positivas para marcadores
oligodendrécitos.

Aumento da apoptose tem sido verificado apds isquemia ou ferimento
traumatico do SNC, sugerindo que a morte da célula ativa assim como a
necrose passiva, podem aumentar os danos de um ferimento no SNC. Apés o
ferimento da medula espinhal em macacos, células apoptoticas foram
encontradas dentro das areas fibrosas de degeneracao remota.

Ambos, a degeneragdo secundaria da medula espinhal ferida e a
desmielinizacao cronica de areas fora do ferimento, surgem para fazer parte da
apoptose. O traumatismo no SNC inicia processos secundarios de aumento de
danos além do local do ferimento inicial. A degeneracdo secundaria tem sido
atribuida a uma variedade de mecanismos evoluindo de danos da célula
primaria e necroses, incluindo influxo de calcio, rompimento da membrana
plasmatica e peroxidase lipidica, esta Gltima mediada por radicais livres (Loo et

al., 1993).
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2.0BJETIVO

O presente trabalho teve por objetivo analisar os efeitos da estimulagao
neonatal sobre varios comportamentos na fase peripuberal e adulta, como:
campo aberto com o predador, labirinto em cruz elevado, labirinto aquatico de
Morris, comportamento sexual de machos, comportamento agressivo maternal,
teste de nado forgcado e habituagdo no campo aberto. Também analisou os
efeitos da estimulacdo sobre o desenvolvimento do sistema nervoso de ratos
machos e fémeas. Os animais no periodo neonatal (do dia 12 ao 10° dia pés-
parto) foram submetidos diariamente aos seguintes procedimentos de
estimulagéo: manipulagéo por 1 minuto ou estimulagao por 10 min, por frio, luz
e som . Os animais do grupo controle nao sofreram nenhum tipo de estimulagao
ou manipulagao durante os 10 primeiros dias de vida.

O trabalho foi dividido em varios experimentos cujos objetivos especificos foram
0s seguintes:
1. analisar o efeito da estimulagcdo neonatal sobre os seguintes
comportamentos de ratos machos e fémeas adultos:
1a. teste do campo aberto com predador
1b. teste do labirinto em cruz elevado
1c. comportamento agressivo maternal
1d. comportamento sexual de machos com e sem experiéncia sexual prévia
1e. habituac&o no campo aberto
1f. teste do labirinto aduético de Morris

1g. teste do nado forgado (Porsolt)
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2. analisar o efeito da estimulacdo neonatal sobre os seguintes
comportamentos de ratos machos e fémeas pré-puberes:
2a. teste do campo aberto com predador

2b. teste do labirinto em cruz elevado

3. analisar o efeito da estimulagao neonatal sobre os seguintes
cdmportamentos de ratos machos aduiltos castrados antes da puberdade:
3a. teste do campo aberto com predador

3b. teste do labirinto em cruz elevado

4. analisar o efeito da estimulacdo neonatal sobre a densidade de neurdnios na
amigdala medial e cortex pré-frontal em ratos machos e fémeas com 11, 35 e

75 dias de idade.

5. analisar o efeito da estimulacdo neonatal sobre a apoptose neuronal na

amigdala medial em ratos machos e fémeas aos 5 dias de idade.

Os experimentos de andlise do comportamento foram realizados com o
objetivo de se obter um quadro amplo das alteragbes produzidas pela
estimulacdo neonatal. Os trabalhos até entdo tinham se detido em analisar
comportamentos de locomogao em ambientes novos. Os resultados dos efeitos
da estimulacao neonatal sobre varios outros padrées comportamentais, como o
sexual e o agressivo, sao contraditérios. Além disso, nenhum trabalho da

literatura havia analisado os efeitos da estimulagao neonatal sobre os
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comportamentos de animais sexualmente imaturos (peripuberais). Da mesma
forma, o papel modulatério dos hormdnios gonadais sobre os efeitos
comportamentais da estimula¢ao neonatal nao tinha sido especificamente
enfocado até entdo. No entanto, alguns dados de literatura indicavam que a
estimulagao neonatal poderia ser afetada pelos horménios gonadais. Esses
trabalhos mostravam que a estimulacdo neonatal produzia efeitos
comportamentais diferentes entre machos e fémeas. Os horménios gonadais
sao importantes fatores na diferenciagdo do sistema nervoso durante o periodo
neonatal. |
Para explicar as alteragbes comportamentais nos animais adultos
estimulados no periodo neonatal € necessario imaginar que aquela estimulagao
produz uma (ou varias) alteracdo estavel e de longa duragdo no sistema
neuroendocrino, o que explicaria os efeitos comportamentais. Considerando
que a estimulacao € aplicada aos animais durante o periodo neonatal, quando
ocorrem varios processos de diferenciagdao do sistema nervoso (nascimento,
migra¢do e morte neuronal), propomos analisar os efeitos daquela estimulacao
sobre a densidade neuronal na amigdala medial e cortex pré-frontal, areas
essas que estao envolvidas com comportamentos emocionais analisados neste
trabalho. Nossa hipdtese basica era de que a estimulacdo neonatal afetaria o
processo de diferenciaciao do sistema nervoso, levando a uma alteragcéo do

nuamero de neuronios.
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CAPITULO 1

EFEITO DA ESTIMULAGAO NEONATAL SOBRE COMPORTAMENTOS DE
RATOS NA IDADE ADULTA (70-80 DIAS DE IDADE)

Objetivos especificos Este capitulo analisou as alteragées comportamentais em
animais adultos (70-80 dias de idade) geradas pela estimulagdo neonatal. Os
animais foram estimulados no periodo neonatal (12 ao dia 10°% e quando adultos
foram testados no campo aberto com predador, labirinto em cruz elevado, nado
forcado, comportamento agressivo maternal, comportamento sexual de machos,

habituacao e labirinto aquatico de Morris.
1.MATERIAIS E METODOS

1.1. Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas da variedade Wistar provenientes
dos biotérios do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS e da
Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre. Os animais foram
estudados aos 70 ou 80 dias de idade, conforme o comportamento analisado,
divididos nos seguintes grupos experimentais :

a) Grupo | - INTACTO - animais que nao foram manipulados pelo
experimentador nem/ou pelos tratadores durante todo periodo de amamentagéo;

b) Grupo Il - MANIPULACAO - animais foram gentilmente manipulados
pelo experimentador por 1 min uma vez por dia durante os 10 primeiros dias de
vida;

c¢) Grupo Ill- ESTIMULADOS - animais que foram submetidos a
estimulag&o aversiva pelo experimentador por 10 min uma vez por dia durante os

10 primeiros dias de vida.
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Em torno de 7 dias antes do parto, as fémeas gravidas foram colocadas
em caixas individuais. O dia do nascimento (dia 0) foi controlado rigorosamente e
a ninhada padronizada em 8 filhotes por mae. No dia seguinte ao nascimento dos
filhotes, foi iniciado o procedimento de manipulagéo ou estimulagéo aversiva. Logo
apos cada sessao de manipulagéo ou estimulagéo aversiva os filhotes retornaram
para a caixa com a mae. Depois desse periodo de estimulagao neonatal, os ratos
permaneceram com a mae até o desmame (21 dias pés-parto) quando foram
separados e mantidos em caixas (41x34x17cm) com animais do mesmo sexo e
idade (de 2-5 animais por caixa) e tratados segundo a rotina padrao do biotério.
Cada grupo experimental era formado por animais nao pertencentes a mesma
ninhada (ndo-irméos). Todos os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro
de 12:12 horas (periodo claro de 4:00 a 16:00). A temperatura foi mantida

constante em torno de 220 C. Os animais tinham livre acesso a agua e a ragéo

especifica para roedores (Nutrilab, Brasil) durante todo o experimento.

1.2. Metodologia da Estimulacao Aversiva

A estimulagdo aversiva consistia em remover os filhotes das maes,
colocando-os juntos em um recipiente plastico pequeno forrado com toalha de
papel e leva-los a uma sala diferente daquela onde se encontrava a mae (sendo
que a temperatura desta outra sala também foi mantida a 22° C). Entao os filhotes

eram submetidos a um dos estimulos abaixo:

-Som: a estimulagdo por som consistia em expor os filhotes a um aparelho
especifico que emitia sons considerados som branco (considerado nao decifravel
pelo aparelho auditivo), durante 10 min, com um volume de 90 dcb (medido por

decibelimetro), volume considerado aversivo até mesmo para a audicdo humana.

-Frio: a estimulagdo por frio consistia em expor os filhotes a uma temperatura de
0° C, por 10 min, os animais eram colocados em um freezer com a temperatura

controlada.
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-Luz: a estimulacao por luz consistia em expor os filhotes a uma lampada de 100

W durante o periodo escuro, também por 10 min.

As fontes de estimulacao (luz e som) foram colocadas aproximadamente 30
cm longe dos filhotes. Embora filhotes de ratos na idade utilizada estejam com os
olhos fechados, Routtenberg et al. (1978), mostraram que esses animais ja com 6
dias de idade demonstram fototaxia negativa. A estimulacao foi realizada durante
10 min durante os 10 primeiros dias de vida, sendo que os filhotes foram expostos
aos diferentes tipos de estimulagdo de modo aleatério ao longo dos 10 dias
experimentais. Esta sucessao de estimulos aleatérios é considerada mais aversiva
do que a estimulagdo em que o animal tem o controle do mesmo. Durante o texto
foram colocados o grupo manipulado e estimulado aversivamente no periodo

neonatal como grupos experimentais.

1.3. Registro dos comportamentos
1.3.1) Campo-aberto com um predador

Foram analisados animais adultos (80 dias de idade) machos e fémeas dos
grupos intacto (N=12 machos e 12 fémeas), manipulados (N=10 fémeas e 10
machos) e estimulados (N=14 fémeas e 12 machos).

Este teste € uma modificacdo do teste de campo-aberto padrao no qual um
predador, dentro de uma gaiola de arame € colocado no campo-aberto, um
procedimento que tende a aumentar a inibicdo do comportamento dos ratos
(Lucion & De Almeida, 1996). O campo-aberto consistia de uma caixa de madeira
medindo 1m® com 8 listas pintadas no chao (4x4 perpendiculares). O
procedimento experimental consistiu em colocar o rato no campo-aberto com um
predador natural, o gato (um animal adulto décil feminino), sem contato fisico entre
eles, mas com percepc¢ao visual, auditiva e olfativa. A experiéncia foi dividida em 3
periodos sequenciais durante o0s quais o comportamento do rato era
continuamente filmado. Primeiro o rato foi colocado em um canto do campo-aberto
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e filmado por 5 min (periodo antes do predador, periodo 1), com o rato ainda na
arena, a gaiola com o gato foi colocada no campo-aberto (periodo na presenca do
predador, periodo 2) no canto oposto ao que o rato tinha sido colocado
inicialmente e era realizado mais 5 min de filmagem. Apds o predador era retirado
do campo-aberto e o rato era filmado por mais 5 min (periodo apds a retirada do
predador, periodo 3). O tempo total de filmagem foi de 15 min por rato, sendo que
no intervalo de um rato para outro o campo-aberto era limpo completamente com
alcool. O teste foi realizado no periodo das 8:30 as 14:00 hs. Foram analisados os

seguintes comportamentos dos ratos em cada periodo de 5 min:

a) Duracao da Locomogao: foi analisada a duracao (tempo total em que o animal

realizava o deslocamento no campo aberto).

b) Duragao da exploragdo da area do predador (gato): foi analisada a duragao

(tempo total que se encontrava na area em que esta ou estara o predador).

c) Duracdo de esquadrinhar: foi analisada a duragdo (tempo total que o rato

olhava para a area onde esta ou esteve o predador).

Em analogia aos estudos prévios (Blanchard & Blanchard, 1998; Blanchard
et al., 1990), a locomocao é uma medida da atividade geral do rato. Exploracao da
area do gato consiste em chegar a area e normalmente cheirar a gaiola ou o local
onde estava a mesma. Por outro lado, esquadrinhar consiste em uma atividade
considerada de risco, na qual o rato ndo esta de fato na area do gato, mas dirige
sua cabeca para aquela area, utilizando provavelmente os sentidos visuais e ou

olfativo.
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1.3.2) Labirinto em cruz elevado

Foram analisados animais adultos, ratos machos e fémeas (com 80 dias de
idade) divididos nos grupos intacto, manipulados e estimulados, sendo que em
cada grupo o N foi igual a 10 animais, tanto para machos quanto para fémeas.

Os testes foram realizados no periodo das 8:30 as 14:00 hs. O teste
consistia em colocar o animal no centro de um labirinto em formato de cruz, onde
dois bragos possuiam as laterais fechadas, ndo permitindo que o animal tivesse
contato visual com o exterior. Os outros dois bragos da cruz possuiam as laterais
abertas permitindo ao animal uma visao para o exterior, bem como a possibilidade
de colocar a cabeca para o lado de fora do brago, dando-lhe a nogéo da altura
(70cm) em que 0 mesmo se encontrava. Cada animal foi avaliado por um tempo
de 5 min. Apés a retirada dos ratos do labirinto, esse era cuidadosamente limpo
para colocagao do proximo animal. Os comportamentos avaliados no labirinto em

cruz elevada foram os seguintes:

a) Permanéncia no brago fechado: nesse comportamento foram avaliados a
freqiéncia (numero de vezes que o animal entrou no brago fechado) e duragao

(tempo de permanéncia total do animal no brago fechado).

b) Permanéncia no braco aberto: nesse comportamento foram avaliados a
frequéncia (numero de vezes que o animal entrou no brago aberto) e duracdo

(tempo de permanéncia total do animal no braco aberto).

c) Cabeca para fora do brago aberto: nesse comportamento foi avaliado a

freqliéncia em que o animal colocara a cabecga para fora do bracgo aberto.

d) Esquadrinhar: nesse comportamento foi avaliado a freqiiéncia, em que o animal
colocava a cabeca para fora do brago fechado, sendo que a mesma deveria estar

orientada visualmente para o lado do bracgo aberto.

Na avaliagdo comportamental no labirinto em cruz elevado existem 3

indices principais que foram analisados, que s&do os seguintes:
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e)Porcentagem do namero de vezes que o rato entra no brago aberto (PFBA): este
indice corresponde a freqiéncia de entradas no brago aberto dividida pela
frequéncia total de entradas (frequéncia de entradas no bragco aberto mais

frequéncia de entradas no brago fechado).

f)Porcentagem do tempo que o rato permanece no braco aberto (PTBA): este
indice corresponde ao tempo de permanéncia no brago aberto dividido pelo tempo

total (tempo no brago aberto mais tempo no braco fechado).

g)Frequéncia total de entradas - corresponde ao numero total de entradas nos

bracos aberto mais bracgo fechado.

1.3.3. Comportamento agressivo maternal

Foram analisadas ratas fémeas (80 dias de idade), divididos em 3 grupos:
intactas (N= 11), manipuladas (N=22) e estimuladas aversivamente no periodo
neonatal (N=11). As fémeas foram acasaladas em uma propor¢cdo de 1 macho
para cada 3 fémeas, depois de consiatada a prenhez, através de inspecao visual e
manual, as mesmas eram colocadas individuaimente em caixas de observacao de
acrilico medindb 50x45x25 cm com quantidade suficiente de serragem a
construcao do ninho. O niimero de filhotes foi padronizado em 8 no dia do parto.
No 72 dia pés-parto, no periodo das 16:30 as 19:00 hs, era colocado um macho
infruso na caixa a onde se encontravam a fémea e os filhotes. Os diferentes
comportamentos da rata em presenc¢a do macho intruso eram filmados por 10 min.
Os intrusos eram machos jovens de tamanho e peso inferior aos das fémeas e s6
eram utilizados uma vez. Neste e em outros estudos em nosso laboratorio (De
Almeida & Lucion, 1994, Consiglio & Lucion, 1996; Lucion & De Aimeida, 1996),
usando o mesmo teste, nenhum filhote foi atacado pelo intruso. Os
comportamentos registrados durante} os testes de agressdo maternal foram

(Lucion & De Almeida, 1996) os seguintes:
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a) Investigagéo do Intruso: aproximacéao da fémea para cheirar os 6rgéaos genitais
e/ou o corpo do intruso. Foram analisados os parametros freqiiéncia, laténcia e

duragao deste comportamento.

b) Ataque lateral : a fémea move-se orientada lateralmente em dire¢do ao intruso,
normalmente associado a piloere¢cao e morde a parte dorso-caudai (com excegao
da cabeca) do corpo do intruso. Foram analisados os parametros freqiiéncia e

laténcia deste comportamento.

c) Ataque frontal: a fémea ataca a parte frontal do intruso, normalmente seguidas
de mordidas na cabeg¢a ou ombros do intruso. Foram analisados os parametros

frequéncia e laténcia deste comportamento.

d) Morder: a fémea morde qualquer parte do corpo do intruso. Foram analisados
os parametros freqiiéncia e laténcia deste comportamento.

e)Boxear: a fémea e o intruso elevam o corpo frontalmente um ao outro, e lutam
com as patas dianteiras. Foram analisados os parametros freqiiéncia e laténcia

deste comportamento.

g)Postura agressiva: a fémea se coloca lateraimente ao intruso, normaimente
associada a piloerecao, ndo permitindo a movimentacdo do intruso. Foram
analisados os parametros freqiiéncia e laténcia deste comportamento.

h)interagdo com o filhote: quando a fémea se encontra no ninho com os filhotes.
Foram analisados os parametros frequéncia, duragdo e laténcia deste

comportamento.

i)Arrumar o ninho: quando a fémea faz movimentos no sentido de aumentar a
quantidade de sepilho no ninho, como buscar com a boca ou atirar o sepilho em
direcdo ao ninho com as patas tfraseiras. Foram analisados os parametros

freqiiéncia, duragao e laténcia deste comportamento.
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1.3.4. Comportamento sexual masculino

Foram analisados ratos machos sexualmente adultos sem experiéncia
sexual prévia (80 dias de idade) e machos sexualmente experientes (100 dias de
idade). Tanto os machos sem experiéncia sexual quanto os sexualmente
experientes foram divididos nos seguintes grupos: intactos (N=16 sem experiéncia
sexual e N=30 com experiéncia sexual), manipulados (N=9 sem experiéncia
sexual e N=11 com experiéncia sexual) e estimulados (N=14 sem experiéncia
sexual e N=12 com experiéncia sexual). Todos os machos sem experiéncia sexual
prévia foram colocados com fémeas para adquirir experiéncia sexual e
posteriormente utilizados no grupo de machos com experiéncia sexual, porém
como mostra o N acima, alguns machos experientes nao fizeram parte da analise

comportamental como inexperientes.

O comportamento sexual foi registrado em caixas medindo 70x70x35cm,
com paredes de aco, com exceg¢ao da parede frontal que era de vidro, permitindo
a filmagem do comportamento. Os testes comportamentais foram registrados no
periodo de 1-2 hs depois do inicio da fase escura (o periodo escuro iniciava as
16:00 hs), o registro era feito com a iluminacdo de uma lampada de 40-watt.
Inicialmente, o macho foi colocado na caixa de observagao por 10 min, antes da
colocacao da fémea receptiva, para investigagéo e adaptagéo ao ambiente. Apds
o periodo de adaptacao era colocada a fémea receptiva e os comportamentos
eram filmados por 10 min. As fémeas utilizadas para a analise comportamental
dos machos eram sexualmente experientes, ovariectomizadas e induzidas a
receptividade sexual por injegbes intramuscular de benzoato de estradiol (5
mg/rata) 48 hs e progesterona (5 mg/rata) 4 hs antes do inicio da filmagem do
comportamento. Todas as fémeas foram testadas antes do experimento com
machos sexualmente ativos ndo pertencentes ao experimento para confirmagao
da receptividade sexual, somente as fémeas que apresentaram lordose foram
utilizadas. Os seguintes comportamentos foram registrados:
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a) Cheirar Genitais: quando o macho aproxima-se da fémea e cheira ou lambe a
regido genital. Foram analisados os parametros de frequéncia, laténcia e duracao

deste comportamento.

b) Monta: quando o macho persegue a fémea e coloca as duas patas dianteiras na
parte dorsal da fémea com aproximagdo peniana, porém sem penetracido e
movimentos pélvicos. Foram analisados os parametros de freqiiéncia e laténcia

deste comportamento.

c) Intromissdo: quando o macho persegue a fémea e coloca as duas patas
dianteiras na parte dorsal da fémea com introdug¢éo peniana na vagina seguido de
movimento pélvicos. Foram analisados os parametros de freqiiéncia e laténcia

deste comportamento.

1.3.5. Habituagdo no campo-aberto

Foram analisados animais adultos, ratos machos e fémeas (com 80 dias de
idade) divididos nos grupos intacto (N=18 machos e N=10 fémeas)), manipulados
(N=13 machos e N=6 fémeas) e estimulados (N=12 machos e N=11 fémeas).

O experimento consistia em analisar cada animal por um per}iodo de 3 min
durante 5 dias consecutivos, em um campo aberto medindo 60x40x50cm com 12
divisbes quadradas marcadas no chao do campo medindo 13x13 cm cada uma,
sendo que a parede frontal do campo aberto era de vidro permitindo a visualiza¢ao
do animal pelo experimentador. Ap6s a analise comportamental de cada animal o
campo aberto era totalmente limpo. Neste teste de habituacdo os seguintes

comportamentos foram avaliados:

a) Locomocao: nesse comportamento foram avaliadas a freqiiéncia (nimero de
vezes que 0 animal cruzava as divisdes quadradas) e a duragdo da locomogao

(tempo total em que o animal permanecia em deslocamento).



41

b) Investigar o ambiente (rearing): nesse comportamento foi avaliada a freqiiéncia
(nimero total de vezes que o animal levantava as patas dianteiras sobre as
paredes do campo-aberto) e a duragdo do “rearing” (tempo total que o animal

permanecia com as patas dianteiras sobre as paredes do campo aberto).

1.3.6. Labirinto aquatico de Morris - “Water-maze”

Foram analisados animais adultos, ratos machos e fémeas (com 80 dias de
idade) divididos nos grupos intacto (N=12 machos e N=11 fémeas), manipulados
(N=5 machos e N= 5 fémeas) e estimulados (N=10 machos e N=12 fémeas).

Esse experimento esta relacionado com a capacidade de memoria espacial
do animal, consistia em filmar os animais em um aquario redondo de fibra de vidro
com o fundo pintado em preto fosco, com luz indireta, medindo (1,5 m de largura x
0,50 de altura, sendo que a lamina de agua ficava a uma altura de 0,25 m), onde
foram colocados 4 simbolos distribuidos simetricamente em torno do aquario, de
modo que os animais pudessem visualizar quando estivessem na agua. Para fins
de analise o aquario foi dividido em 4 quadrantes, sendo que em um deles foi
colocado uma plataforma acrilica, transparente, com base sélida, permitindo que a
mesma permanecesse imével durante o teste. Essa plataforma foi colocada um
pouco abaixo da agua, sendo que o animal nido poderia visualiza-la. A altura da
agua nao permitia que o0 animal tocasse o fundo com as patas ou a cauda,
fazendo com que o mesmo tivesse que nadar a procura da plataforma. O teste
dividia-se em dois dias: no primeiro dia o animal era treinado a encontrar a
plataforma por 8 vezes, cada uma das vezes era colocado no aquario em uma
orientacao diferente em relagdo ao local a onde se encontrava a plataforma. O
intervalo entre os treinamentos foi de 2 a 5 min. O animal era analisado durante 2
min ou até que encontrasse a plataforma onde deveria permanecer 20s. Quando o
animal ndo encontrava a plataforma nos 2 min de teste, o experimentador
colocava o animal na mesma e o mantinha por 20 s. No segundo dia o animal era

testado apenas uma vez, sendo que a orientacdo para colocagdo do animal no
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aquario foi padronizada. Neste segundo dia a plataforma era retirada do aquario e
foi controlada as vezes em que o animal passou no local onde estava a
plataforma. O tempo de duragdo do teste foi de 2 min. A temperatura da agua era
mantida em torno dos 32-35° C durante todo o experimento. Apés a retirada do
animal da agua o mesmo era gentiimente seco e mantido em sala com

aquecimento . Os comportamentos analisados foram os seguintes:

a)Freqiiéncia na plataforma: nimero de vezes que o animal cruzou o local onde se

encontrava a plataforma no dia anterior ao teste (treinamento).

b)duracdo no quadrante 1: tempo total de permanéncia no quadrante 1,
considerado o mais afastado do quadrante onde se encontrava a plataforma.

c)Duragcdo no quadrante 2: tempo total de permanéncia no quadrante 2, que

localizava-se subjacente ao quadrante onde se encontrava a plataforma.

d)Duracdo no quadrante 3: tempo total de permanéncia no quadrante 3, nesse
quadrante estava localizada a plataforma no dia anterior ao teste (treinamento).

e)Duracdo no quadrante 4: tempo total de permanéncia no quadrante 4, que

localizava-se subjacente ao quadrante onde se encontrava a plataforma.

1.3.7)Teste de Nado-Forgado

Foram analisados animais adultos, ratos machos e fémeas (com 80 dias de
idade) divididos nos grupos intacto, manipulados e estimulados, tendo cada grupo

um N de 10 animais, tanto para machos quanto para fémeas.

Os testes foram realizados no periodo das 8:30 até as 14:00 hs. Os ratos
foram colocados para nado-forcado individualmente em um aquario de vidro
coberto (25cmx25cmx40cm), onde foram colocados 28cm de agua a 25° C. Este
volume de agua impedia os ratos de tocar o fundo com as patas ou a cauda. Os
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ratos foram submetidos ao procedimento de natagdo por 15min no primeiro dia
(teste) e por 5 min no segundo dia (reteste). No término de cada sessao de
natacdo, os ratos eram secos completamente com toalhas e aquecidos sob uma
fonte de calor por 30 min (Porsolt et al., 1977). A filmagem foi realizada em ambos
dias e a duracéo e frequéncia dos seguintes comportamentos foram analisadas:

a) Imobilidade: periodo que o animal ficava flutuando, com o nariz sobre a
superficie da agua e fazendo somente movimentos leves com as patas dianteiras

para nao submergir.
b) Mergulhar: periodo que o animal estava com o corpo totalmente submerso.

c) Nadar: periodo que 0 animal mostrava vigorosos movimentos, tanto no meio do
aquario quanto proximo das bordas, e eventualmente, tentando escalar as

paredes do aquario.

d) Movimentos com a cabecga (Head-Shakes): periodo em que o animal realizava

movimentos horizontais abruptos com a cabeca.

1.3.Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada em todos os experimentos comparando-se
o grupo estimulado e manipulado com o grupo intacto, bem como o grupo
estimulado com o grupo manipulado. Os resultados foram expressos por média
+EPM (erro padrao da média) e comparados entre os grupos experimentais
através de uma analise da varidncia (ANOVA) e posteriormente comparados pelo
teste de Newman-Keuls. No caso de apenas 2 grupos experimentais, foi utilizado
o teste-t de Student para amostras independentes. Em alguns casos (laténcia dos
comportamentos, por exemplo) os resultados foram expressos por mediana
(desvio interquartil) € comparados entre grupos experimentais através da analise
da variancia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis, ou através do teste de Mann-
Whitney, quando eram 2 grupos experimentais (Siegel, 1975). O nivel de

significancia aceito foi sempre de p<0,05.
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2.RESULTADOS

2.1. Campo-aberto com o predador
a)Duracao de Locomocéo

As fémeas dos grupos experimentais quando comparadas as intactas no
mesmo periodo, mostraram um aumento da duragao da locomog¢éo nos 3 periodos
analisados (periodo 1 (antes da presenga do predador) = aumento de 0,7 vezes
para manipuladas e estimuladas; periodo 2 (na presenga do predador) = 3,1 e 2,8
vezes; periodo 3 (apds a retirada do predador) = 12,0 e 9,0 vezes, manipuladas e
estimuladas, respectivamente). Quando a comparacgéo foi analisada dentro do
mesmo grupo, porém em periodos diferentes, as fémeas dos grupos
experimentais tiveram uma diminuigdo deste comportamento (periodo 2
comparado ao periodo 1= 1,0 e 0,9 vezes; manipuladas e estimuladas,
respectivamente) (Fig. 1).

Nos machos, quando comparados 0S grupos experimentais ao grupo
intacto, dentro do mesmo periodo, verificou-se que no periodo 1 o0s animais
manipulados tiveram um aumento da duragao de locomogao (1,0 vez), resultado
nao evidenciado nos machos do grupo estimulado aversivamente no periodo
neonatal. Nos periodos 2 e 3 os grupos experimentais mostraram um aumento
deste comportamento (3,0 e 2,9 vezes, manipulados e estimulados,
respectivamente). Quando a comparacao foi realizada dentro do mesmo grupo,
mas em periodos diferentes, o grupo manipulado mostrou uma diminuicdo da

locomogao comparando-se o periodo 2 com o 1 (1,3 vezes), o grupo estimulado
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nao mostrou diferenga significativa. Na comparagao do periodo 3 com o periodo 1

nao houveram diferengas significantes (Fig. 1).

b)Duracao da exploracao da area de localiza¢dao do predador

As fémeas dos grupos experimentais (manipulados e estimulados
aversivamente no periodo neonatal) comparadas as do grupo intacto no mesmo
periodo nao mostraram diferenga deste comportamento no periodo 1. Nos
periodos 2 e 3 |, as fémeas experimentais mostraram um aumento da duracao
desse comportamento (periodo 2 = 10,0 e 4,0 vezes; periodo 3 = 8,0 e 3,0 vezes,
manipuladas e estimuladas, respectivamente). Na comparacio dentro do mesmo
grupo em periodos diferentes, as fémeas manipuladas mostraram um aumento da
duragéo desse comportamento (periodo 2 comparado ao periodo 1 = 0,8 vezes),
as fémeas do grupo estimulado ndao mostraram diferengas significantes. Na
comparacgao do periodo 3 com o periodo 1, as fémeas dos grupos experimentais
nao mostraram diferencas significantes (Fig. 1).

Os machos dos grupos experimentais comparados aos intactos no mesmo
periodo mostraram um aumento da duragcédo desse comportamento no periodo 2
(3,0 e 2,9 vezes) e no periodo 3 (3,0 e 3,5 vezes, manipulados e estimulados,
respectivamente), no periodo 1 apenas os animais manipulados mostraram um
aumento significante (1,0 vez). Quando a comparacao foi realizada dentro do
mesmo grupo em periodos diferentes ndo houveram diferencgas significantes (Fig.

1).
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c)Duracao de esquadrinhar (olhar para area do gato)

As fémeas dos grupos experimentais comparadas as fémeas do grupo
intacto dentro do mesmo periodo ndo mostraram diferencas deste comportamento
no periodo 1. No periodo 2 e 3 somente as fémeas manipuladas diminuifam a
duracdo desse comportamento (periodo 2 = 7,0; periodo 3 = 6,0 vezes).
Comparando-se as fémeas dentro do mesmo grupo em periodos diferentes, os
resultados mostraram que as fémeas manipuladas nado sao diferentes em
nenhuma das comparagdes, porém as fémeas estimuladas aumentaram a
duracdo desse comportamento em ambas comparacdes (periodo 2 comparado ao
1 = 20,0; periodo 3 comparado ao 1 = 15,0 vezes) (Fig. 1). Os machos dos grupos
experimentais naoc mostraram diferenga do grupo intacto quando analisados no
mesmo periodo. Quando os animais dos grupos experimentais foram comparados
dentro do mesmo grupo, mas em periodos diferentes, mostraram um aumento da
duragdo desse comportamento (periodo 2 comparado ao periodo 1 = 59,0 e 13,0
vezes; periodo 3 comparado ao 1 = 49,0 e 9,0 vezes, manipulados e estimulados,

respectivamente) (Fig. 1).
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Figura 1 — Efeito da estimulacdo neonatal sobre a duragdo dos comportamentos
de locomocao, exploragdo da area do gato e olhar para area do gato, em machos
e fémeas na idade adulta, no teste de campo aberto com o predador. Dados

expressos pela média + EPM.
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2.2 .1 abirinto em cruz-elevado

a)Resultados dos comportamentos em fémeas

As fémeas dos grupos experimentais (manipuladas e estimuladas
aversivamente no periodo neonatal) quando comparadas as fémeas do grupo
intacto mostraram um aumento na freqiéncia de entradas no brago-fechado
(aumento de 0,6 vezes tanto nas manipuladas quanto nas estimuladas), porém no
braco-aberto, somente as estimuladas apresentaram um aumento significante
(0,8), resultando num aumento do total de entradas nos bracos (0,6 e 0,7 vezes,
manipuladas e estimuladas, respectivamente). As fémeas manipuladas
aumentaram a frequéncia do comportamento de cabeca para fora do brago aberto
(0,9). Em relacao a frequéncia de esquadrinhar, durag@o no braco fechado e braco
aberto, e aos indices PFBA e PTBA nao houveram diferencas significantes entre

os grupos (Tab. 1).

b)Resultados dos comportamentos em machos

Os machos dos grupos experimentais quando comparados aos intactos ndo
mostraram diferencas significantes quanto a freqiiéncia no brago fechado, brago
aberto, cabeca para fora do brago aberto e esquadrinhar, bem como nos indices
PFBA e PTBA, e na frequéncia total de entradas nos bragcos. Os machos

manipulados mostraram uma diminui¢ao na duragado no brago fechado (0,2) e um
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aumento da duragéo no brago aberto (0,8) quando comparados aos intactos (Tab.
1).
Tabela 1- Efeito da estimulagéo aversiva neonatal sobre a freqliéncia e duragao

de comportamentos no labirinto em cruz elevado em machos e fémeas adultos

(70 dias de idade). Dados expressos como media + EPM.

COMPORTA SEXO INTACTO MANIPULADO {ESTIMULADO
MENTOS
FREQ. BRACO |Fémeas 3,140,2 5,1+0,5* 5,240,7*
FECHADO Machos 4.9+0,7 5,6+0,6 4 6+0.4
FREQ. BRACO |Fémeas 2,540,3 4,040,5 4 5+0,5*
ABERTO Machos 3,140,5 4.8+0,7 3,6+0,5
FREQ. CABECA |Fémeas 7,141,2 13,3+1,5* 9,4+15
iCB)EQT%RAQO Machos 9.0£2.0 15,4119 11325
FREQ. Fémeas 11,0+1,5 9,4+1,2 7,8+1,2
Eﬁ%gADR‘ Machos 122116 121113 10,7413
DUR. BRACO Fémeas 229 14249 202,3+11.,6 204,1+14 4
FECHADO (s) Machos 233,8+ 11,7 191,4+14,9* |215,1+12,3
DUR. BRACO Fémeas 61,3+20,7 83,3+8,6 86,5+14 4
ABERTO (s) Machos 54,0+9,2 96,5+13.4* 73,8+11,8
PFBA (%) Fémeas 4 4 5

Machos 4 4 4
PTBA (%) Fémeas 2 3 3

Machos 2 3 3
FREQ. TOT. Fémeas 5,6+0,5 9,1+1,0° 9.8+1,1
ENTRADAS Machos 8,0+1,0 10,4+1,3 8,2+0,6

* P<0,05 quando comparado ao grupo intacto

2.3.Comportamento Agressivo Maternal

Quando comparadas as fémeas dos grupos experimentais com as do grupo

intacto, nao houveram diferengcas significantes na duracdo e laténcia dos
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comportamentos de investigar o intruso, de interacdo com os fithotes e de arrumar
o ninho (Tab. 2 e 3), assim como na laténcia dos comportamentos de ataque
frontal, de ataque lateral, de boxear, de morder e de postura agressiva (Tab. 3).
Da mesma forma, a frequéncia dos comportamentos de arrumar o ninho (Tab 4),
de investigacdo social e de ataque frontal (Fig. 2) também n&o foram
significativamente diferentes. As fémeas manipuladas mostraram um aumento na
frequéncia dos comportamentos de interacdo com os filhotes (1,4), de ataque
lateral (1,0) e de morder (1,3) (Tab. 4 e Fig. 2). As fémeas estimuladas mostraram
um aumento na freqiiéncia de boxear (comparadas ao grupo intacto = 1,9 e
comparadas ao grupo manipulado = 3,7 vezes), de interagdo com os filhotes
(comparadas ao grupo intacto = 1,9), de postura agressiva (comparadas ao grupo
intacto = 1,8 e comparadas ao grupo manipulado = 3,0), de ataque lateral

(comparadas ao grupo intacto = 1,8) e de morder (comparadas ao grupo intacto =

1,8) (Fig. 2).

Tabela 2- Efeito da estimulagdo neonatal sobre a duragao dos comportamentos

analisados no teste de comportamento agressivo maternal. Dados expressos

como meédia + EPM.

COMPORTA |INTACTO MANIPULADO |ESTIMULADO
MENTOS

INVESTIGAR |57,846,0 62,3+7,5 29,439
O INTRUSO

INTERACAO |60,0+27,1 49,7+13,5 64,4+20,6
COM OS
FILHOTES

ARRUMAR O 8,014,1 40,2+20,0 11,246,0
NINHO
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Tabela 3- Efeito da estimulacdo neonatal sobre a laténcia dos comportamentos

analisados no teste de comportamento agressivo maternal. Dados expressos

como média + EPM.

COMPORTA |INTACTO MANIPULADO |ESTIMULADO
MENTOS

INVESTIGAR 66,6+53,6 12,2+4,5 7,1+2.2
O INTRUSO

ATAQUE 384,1+£72,3 243,4+49,3 173,0+60,0
FRONTAL

ATAQUE 82.4+17.7 108,2+36,4 26,3+7,4
LATERAL

BOXEAR 227,5£72.9 315,9+53,0 39,0+10,0
MORDER 151,9+50,0 91,0+30,0 27,5+8,4
INTERACAO | 251,0+80,4 74,6+30,5 92,2+57,5
COM 0S8

FILHOTES

POSTURA 69,3£16,3 190,8+42.,0 39,0+9,9
AGRESSIVA

ARRUMAR O | 462,7+57,9 338,5+46,9 413,4+70,5
NINHO

Tabela 4- Efeito da estimulagéo neonatal sobre a frequéncia do comportamento

agressivo maternal. Dados expressos como média + EPM.

COMPORTA |INTACTO MANIPULADO |ESTIMULADO
MENTOS

BOXEAR 3,5+0,9 2,2+0,5 10,3+16 * #
INTERACAO | 2,3+0,8 5,6£0,9* 6,6+1,1*
COMOS

FILHOTES

POSTURA 8,4+1,8 6,0+1,2 23,8448 * #
AGRESSIVA

ARRUMAR O | 3,5%1,6 7,7+1,8 4,6+1,9
NINHO

* p<0,05 comparado ao grupo intacto.

# p<0,05 comparado ao grupo manipulado.
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2.4 .Comportamento sexual de machos
a)Sem experiéncia sexual prévia

Os machos do grupo manipulado quando comparados aos do grupo intacto
mostraram um aumento na laténcia dos comportamentos de cheirar genitais (0,5
vez), de monta (5,8 vezes) e de intromissao (12,1 vezes) (Tab. 5). Em relacdo a
frequéncia, houve um aumento do comportamento de cheirar genitais (1,0 vez) e
uma diminuicdo do comportamento de monta (2,0 vezes) (Tab.5) e do
comportamento de intromissdo (5,6 vezes) (Fig. 3). Quanto a duragdo, os machos
manipulados mostraram uma diminuicdo do comportamento de cheirar genitais
(2,1 vezes) (Fig. 3).

Os machos do grupo estimulado quando comparados aos dos grupos
intacto e manipulado mostraram um aumento da laténcia de cheirar genitais
(comparados aos intactos = 1,3 e comparados aos manipulados = 0,6 vez), de
monta (comparados aos intactos = 42,0 e comparados aos manipulados = 5
vezes) e de intromissao (comparados aos intactos = 12,1 vezes, ndo houve
diferencga significante quando comparados aos manipulados) (Tab. 5). Os animais
estimulados mostraram uma diminuicao na freqiéncia dos comportamentos de
monta (comparados aos intactos = 3,2 vezes, nao foram significativamente
diferentes do grupo manipulado) (Tab. 5) e de intromissdo (comparados aos
intactos = 7,0 vezes, ndo houve diferenca quando comparados aos manipulados)
(Fig. 3). Quanto a duragdo, os animais estimulados ndo foram diferentes dos

intactos e dos manipulados (Fig. 3).
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b)Com experiéncia sexual prévia

Os machos do grupo manipulado quando comparados aos do grupo intacto
mostraram um aumento da freqiiéncia do comportamento de cheirar genitais (0,6
vez) (Tab. 5) e da laténcia de intromissdo (2,5 vezes) (Fig. 3). A laténcia dos
comportamentos de cheirar genitais e de monta; freqiiéncia de monta e de
intromissdo nao foram significativamente diferentes daquelas do grupo intacto
(Tab. 5 e Fig. 3). Os machos do grupo estimulado quando comparados aos grupos
intacto e manipulado mostraram um aumento da laténcia de cheirar genitais
(comparados aos intactos = 1,7 e comparados aos manipulados = 2,7 vezes) e de
intromissao (comparados aos intactos = 12,0 vezes) (Tab. 5 e Fig. 3). Em relacdo
a frequéncia, mostraram uma diminuicdo do comportamento de cheirar genitais
(comparados aos intactos = 1,2 e comparados aos manipulados = 2,6 vezes), de
monta (comparados aos manipulados = 2,3 vezes) e de intromissdo (comparados
aos intactos = 1,2 vez). Da mesma forma, mostraram uma diminuicdo da duracéo

do comportamento de cheirar genitais (comparados aos intactos = 2,2 vezes)

(Tab. 5 e Fig. 3).
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Tabela 5- Efeito da manipulacédo e da estimulagdo aversiva no periodo neonatal

sobre o comportamento sexual

de machos com 70 dias de

idade. O

comportamento foi analisado em animais com e sem experiéncia sexual prévia.

Dados expressos como média + EPM para frequéncias e mediana (intervalos

interquartis) para laténcia.

COMPORTA EXPERIEN [INTACTO MANIPULADO |ESTIMULADO
MENTOS CIA

SEXUAL ,
LAT. CHEIRAR |Sem exp. 36,0(12/73) 54,0(27/138)* | 84,5(45/419)*#
GENITAIS Com. exp. 14,0(8/42) 10,0(4/68) 37,5(10/261)#
LAT. MONTA Sem exp. 22,0(14/54) 150,0(117/900) | 900,0(150/900)

* *#

Com. exp. 50,5(11/192) 40,0(24/145) | 41,0(22/318)
LAT. ~ Sem exp. 68,5(33/900) |900,0(900/900) { 900,0(900/900)
INTROMISSAO * *
FREQ. CHEIRAR |Sem exp. 5,310,8 10,5+3,0* 4.1+1,0
GENITAIS Com. exp. 14,3+1,7 23,616,5* 6,542 0 *#
FREQ. MONTA |[Sem exp. 5,540,5 1,8+0,8* 1,3+£0,7*

Com. exp. 4,3+0,6 9,642 4 2,910, 5#

*  p< 0,05 comparado ao grupo intacto

# p< 0,05 comparado ac grupo manipulado
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Figura 3 — Efeito da estimulagcdo neonatal sobre o comportamento sexual de
machos com 70 dias de idade. Em cada grupo foi realizado uma analise dos
machos sem experiéncia sexual prévia e com experiéncia sexual. Dados

apresentados como média £ EPM.



2.5. Habituagdo no campo aberto

Neste experimento foram analisados os pardmetros de freqiiéncia e
duracéo dos comportamentos de locomogéo e “rearing” em machos e fémeas. Os
resultados mostraram que nao houveram diferencas significantes entre os grupos

analisados em nenhum dos parametros e comportamentos acima citados, tanto

em machos (Fig. 4, Tab. 6) quanto em fémeas (Fig. 4, Tab. 7).

Tabela 6- Efeito da manipulacdo e estimulacdo aversiva no periodo neonatal sobre
a frequéncia do comportamento de habituagdo no campo aberto de machos aos

70 dias de idade. Os comportamentos foram analisados durante 4 dias

consecutivos. Dados expressos como média + EPM.

COMPORTA |GRUPOS |DIA1 DIA2 DIA 3 DIA 4

MENTOS

LOCOMOCAO | Intacto 47 .8+2.9 33,2434 34,3140 29,2139
Manipulado {404+54 |31,4446 |30,0+£3,5 |32,5+5,7
Estimulado |528+35 [357+54 34,7450 |36,0+3,8

REARING Intacto 20,212 13,1+£1,2 10,5+1,3 10,3+1,3
Manipulado {23 4+28 |12,6+1,8 [12,7421 |15,6+2 1
Estimulado {23,0+1,8 15,9+2,7 15,0+2,7 15,0+2,2
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Tabela 7- Efeito da manipulagdo e estimulagcao aversiva no periodo neonatal sobre
a frequéncia do comportamento de habituacdo no campo aberto de fémeas aos 70

dias de idade. Os comportamentos foram analisados durante 4 dias consecutivos.

Dados expressos como media £ EPM.

COMPORTA |GRUPOS |DIA1 DIA 2 DIA3 DIA 4
MENTOS
LOCOMOCAO | Intacto 36,9447 |37,846,3 (31,9462 |24,7:£3,6

Manipulado {53,8+1,8 45,6457 |56,845,2 |49,046,2

Estimulado {52,1£3,9 [38,8+4,3 29,1151 27,6129
REARING Intacto 16,1+1,5 12,927 (10,6%2,2 |7,941,2

Manipulado |26,8+3,5 21,4429 236+1,9 |17,6£2,0

Estimulado |23,542,1 18425 (10,8+22 11,619
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2.6. Labirinto aquatico de Morris (teste de memoria espacial)

Neste experimento foram analisados os pardmetros de frequéncia de
passagens pelo local onde estava a plataforma no dia do treinamento (teste) e de
duragdo da permanéncia do animal nos quadrantes 1, 2, 3 e 4. Os resultados
mostraram que tanto machos quanto fémeas dos grupos experimentais ndo foram

diferentes do grupo intacto em nenhum dos parametros citados acima (Tab. 8).

Tabela 8-Efeito da manipulacao e estimulagao aversiva no periodo neonatal sobre
o comportamento de natagéo no labirinto aquatico de Morris em machos e fémeas

aos 70 dias de idade. Dados expressos como média + EPM.

COMPORTA SEXO INTACTO MANIPULADO |ESTIMULADO
MENTOS
FREQ.NO Fémeas 3,310,6 2,240,8 3,540,7
LOCAL DA Machos 26114 3,8+1,8 2,541,7
PLATAFORMA
DUR. QUAD.1 (s) |Fémeas 28,8+2,3 31,0+2,6 3,5+0,7
Machos 30,048,1 30,4+10,4 26,3+9,6
DUR. QUAD.2 |Fémeas 34,1+2,3 32,4£2,6 36,0+3,2
(s) Machos 36,0+10,6 35,249,1 35,8+10,1
DUR. QUAD.3 |Fémeas 34,0+2,5 27,612,7 35,242,0
(s) Machos 28,4158 33,0£7,6 30,9+12,2
DUR. QUAD. 4(s) | Fémeas 23,316 28,644,2 25,2425
Machos 26,718,6 22,244 1 27,046,7
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2.7. Teste de nado-forcado
Neste experimento foi analisado o parametro de duracdo dos
comportamentos de mobilidade, de imobilidade e de mexer com a cabeca “head-
shaque” no teste de nado-forgado, no dia 1 e 2. Os resultados mostraram que em
ambos os dias analisados (teste e reteste) tanto machos quanto fémeas dos

grupos experimentais nao foram diferentes do grupo intacto quanto a duragéo dos

comportamentos citados acima (Tab. 9).

Tabela 9-Efeito da manipulacao e estimulagio aversiva no periodo neonatal sobre
a duracdo dos comportamentos no teste de nado-forcado, em machos e fémeas

aos 70 dias de idade, analisados no dia 1 (teste) e 2 (reteste). Dados expressos

como média + EPM.

DUR MOB.  |TESTE TESTE RETESTE RETESTE
(s) FEMEAS MACHOS FEMEAS MACHOS
Intacto 183,8420,7  |221,8421,2 _ |160,5+23.7 | 140,8+17 .4
Manipulado  |191,0¢15,7 | 249,8+41,0  |142,8+154 | 131,8+20,2
Estimulado  |197,8431,3 _ |194,5221,9  |199,8+13,0 _ |115,6%14,1
DUR. IMOB. |

(s)

Intacto 7281182 |6792+21,2 13954237 _ |159,3x17,6
Manipulado  |698,4%18,7 _ |651,1%41,2  |157,2+154 | 168,2%20,2
Estimulado  |701,2428,3 _ |706,3+21,8 | 100,2+13,0 _ |184,2+14 1
DUR. MEXER

COMA

CABECA (s)

Intacto 81,8+9,2 64,9+9.7 38,54 8 30,4158
Manipulado | 59,049,6 70,3%8,8 35,146,5 35,7%4,1
Estimuiado 49,4165 68,1£7,0 39,644, 1 33,3146
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3.DISCUSSAO
Este trabalho utilizou varios testes comportamentais, padronizados em
nosso laboratério, para analisar os efeitos da manipulagdo ou da estimulacao

aversiva no periodo pds-parto sobre a fase adulta.

3.1.Campo-aberto com o predador

Os resultados mostraram que a manipulagdo no periodo neonatal ou a
estimulacao aversiva diminuem a inibicdo comportamental em ratos machos e
fémeas adultos quando avaliados em situagdes ou ambientes novos ou
potencialmente prejudiciais como, por exemplo, no teste de campo aberto com um
predador. As avaliacbes comportamentais no campo aberto com o predador
mostraram um aumento da locomog¢ao dos ratos dos grupos experimentais, tanto
em relagdo a frequéncia quanto a duracdo. Esse resultado esta de acordo com
estudos prévios (Levine et al.,, 1967) que relataram uma hiperatividade dos
animais estimulados nesse periodo em testes de campo aberto.

Sao bem descritos na literatura, uma diminuicdo do medo a ambientes
novos em animais manipulados no periodo neonatal. Os efeitos foram mesurados
pelo aumento da locomogédo e diminuicdo de bolos fecais no campo-aberto
(Denenberg, 1964; Denenberg, 1969; Hess et al., 1969; Denenberg et al., 1973;
Smythe et al., 1994), assim como, uma menor responsividade dos horménios do
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal a eventos estressantes na vida adulta (Levine et
al., 1967; Meaney et al., 1993). O dado diferenciado do presente trabalho € a
diminuicdo do medo, ndo sé ao ambiente novo bem como frente ao predador.

Neste modelo, ratos intactos apresentam diminuicdo da locomogao, bem como de
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todos os outros comportamentos avaliados, como esquadrinhar e “rearing”. Esse
padrao de resposta da presa (rato) frente a um predador (gato) &€ esperado. Os
animais que foram manipulados ou estimulados aversivamente no periodo
neonatal apresentavam um conjunto de respostas comportamentais inadequado
ao ambiente aversivo. Os animais dos grupos experimentais tem uma diminui¢ao
do medo como mostra o resultado de estar na area do gato, gerando uma grande
exposicdo ao predador natural. Pode-se discutir se esta diminuigdo do medo frente
ao predador foi gerada devido ao aumento da atividade geral do rato no campo
aberto ou pela diminui¢do do medo “per se”. Ao analisar detalhadamente os dados
que geram a conclusdo da diminuicdo do medo, podemos notar que o animal
apresenta padrao comportamental que parece ignorar o predador. O rato percorre
todo o campo-aberto inclusive o local que esta ou esteve o gato, como se fosse
apenas mais um local a ser explorado, mostrando um baixo grau de interacdo com
o meio e com o predador. Mesmo quando o predador emitia sons, e obviamente o
rato também podia sentir o seu cheiro e ver sua movimenta¢ao na gaiola, o rato
permanecia alheio ndo demonstrando reagdo de sobressalto ou congelamento
como seria de se esperar e como foi constatado no grupo controle (intacto). Aqui
nos parece ja seriam trés questdbes a serem consideradas, hiperatividade,
diminuicdo do medo e diminuicdo de interagdo com 0 meio que O cerca e
consequentemente com os estimulos ambientais. Do teste do campo aberto com o
predador, uma conclusao precisa que pode ser tirada € o aumento da atividade
geral do animal, em relagdo ao medo parece haver uma diminui¢cdo. No entanto,
se a diminuicdo do medo é causada pela hiperatividade ou por uma reducgao da

interacdo com o ambiente ainda precisa ser esclarecida.
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3.2.Labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado é um teste muito utilizado para avaliagao de
ansiedade e do medo (Lucion et al., 1996). Nossos resultados mostraram que o
animal manipulado ou estimulado aversivamente no periodo neonatal aumenta
tanto a freqiéncia de entradas nos bragos fechados quanto a freqiiéncia de
entradas nos bragos abertos. O aumento da frequiéncia de entradas em ambos os
bragos evidencia um aumento da atividade locomotora geral do animal no labirinto.
Este resultado corrobora o encontrado no campo aberto com o predador.

Nunez (1995), observou um aumento significativo do nimero de entradas
nos bracos abertos em ratas que foram manipuladas diariamente, durante 15
minutos, do nascimento ao desmame. Obtendo resultados similares ao de Ninez
(1995), Mcintosh et al. (1999), concluiram que o procedimento de separagéo
materna diminui a emocionalidade em ratas fémeas. Nossos resultados, séo
semelhantes em relagcdo ao aumento da freqiiéncia no brago aberto, porém como
comentado anteriormente, deve estar relacionado a hiperatividade devido ter
aumentado também a freqtiéncia no braco fechado.

A conclusédo dos resultados obtidos no teste de labirinto em cruz elevado é
de que a estimulagdo no periodo neonatal ndo produz efeitos sobre o
medo/ansiedade, pois os comportamentos que evidenciam alteracbes como
aumento da freqiéncia no brago aberto sem aumentar a freqiiéncia no braco
fechado expresso pela porcentagem de freqiéncia de entradas e pelo maior
tempo de permanéncia nos bragos abertos (porcentagem de tempo no brago
aberto) e pelo aumento da freqiiéncia da cabega para fora do brago aberto nao

foram observados. Com os resultados obtidos no labirinto pode-se ter uma visédo
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melhor do aspecto citado anteriormente no teste do campo aberto em relacéo a
diminuicdo do medo. Devido ao animal ter aumentado apenas a frequéncia total
de entradas nos bragos abertos e fechado continua evidenciado a hiperatividade e
a baixa interacdo com o ambiente, pois 0 aumento da atividade locomotora foi
inespecifica, locomovendo-se em ambos os bragos demonstrando baixa interagao
com o ambiente em torno do labirinto. Assim, parece nao ter havido alteracao do
medo. No teste do labirinto em cruz elevado, assim como no do campo-aberto
com o predador, o animal manipulado ou estimulado aversivamente no periodo
neonatal parece estar alheio ao ambiente que o cerca, particularmente em relacao
a situagbes de perigo.

A discussao em relagdo a diminui¢do do medo em animais manipulados no
periodo neonatal nos parece importante visto que este resultado € descrito por
varios autores (Denenberg & Smith, 1963; Denelsky & Denenberg, 1967; Levine et
al., 1967). Os dois testes comportamentais para avaliar medo/ansiedade utilizados
no presente trabalho nos levam a conclusdo de que os animais manipulados ou
estimulados aversivamente no periodo neonatal parecem interpretar de maneira
inadequada estimulos ambientais. Também concluiu-se que ocorre uma
diminuicdo do medo que consideramos prejudicial ao animal, pois podem colocar

em risco sua integridade fisica.
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3.3.Comportamento Agressivo Maternal

Outro comportamento analisado neste experimento foi a agressividade
contra machos intrusos de fémeas lactantes que foram manipuladas ou
estimuladas aversivamente quando jovens. Os resultados mostraram um aumento
da freqiiéncia de cheirar o intruso, ataque lateral, ataque frontal e morder. Quando
o intruso era colocado na caixa, a fémea imediatamente iniciava a investigacéo,
atacando-o logo a seguir. Além do aumento dos dois tipos de ataque (frontal e
lateral), um dado interessante foi o grande aumento do numero de mordidas,
diferentemente das fémeas intactas. A natureza do comportamento agressivo da
fémea lactante é defensiva (protecdo da area do ninho e dos filhotes), ela executa
alguns ataques iniciais e ap6s o intruso estar em posi¢ao de congelamento, ela
permanece no ninho, observando as possiveis movimentagcdes do mesmo. Nas
fémeas manipuladas ou estimuladas aversivamente no periodo neonatal o que se
observou na maioria dos casos foi um ataque continuo, mesmo apés o intruso se
encontrar imdvel no canto oposto da caixa. O congelamento do intruso é o
estimulo natural para que os ataques da fémea cessem, mas aparentemente as
ratas dos grupos experimentais ignoraram ou nao foram capazes de interpretar
corretamente este estimulo, pois continuam a atacar o macho intruso
principalmente com mordidas isoladas, sem estarem associadas aos outros
comportamentos do padrao agressivo (postura agressiva e ataque lateral). Este
dado mostra que a fémea lactante que foi manipulada ou estimulada
aversivamente no periodo neonatal deixa de apresentar o seu comportamento
normal de luta, passando a ter um padrao estereotipado, que como foi mostrado

pelas fémeas intactas deste teste e em experimentos com machos manipulados
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neonatal ndo é um padrao detectado em ratos Wistar (Hilakivi-Clarke et al., 1991).
O que confirma esta consideracao € o fato das fémeas dos grupos experimentais
utilizarem toda a caixa para a luta, inclusive por cima do ninho onde estao os
filhotes, muitas vezes espalhando o ninho, o que descaracterizaria o
comportamento como defensivo dos filhotes.

O aumento do nimero de mordidas ao intruso poderia ser interpretado
como uma diminuicdo do medo, no entanto, 0 aumento do comportamento de
contato corporal entre a fémea e o0 macho intruso pode expor a fémea a um
ataque do seu oponente. Gerando conseqliéncias prejudiciais a fémea como uma
diminuicdo da capacidade de reproducgéo e conseqlientemente de perpetuacéo da
espécie, que sao efeitos deletérios cruciais da estimulagdo neonatal. Aqui
novamente se coloca a discussao sobre a capacidade de interpretacdo adequada

dos estimulos ambientais, que parece ser afetada pela estimulacao neonatal.

3.4.Comportamento Sexual de Machos

O teste de comportamento sexual de machos que foram manipulados ou
estimulados aversivamente no periodo neonatal foi dividido em dois periodos.
Inicialmente os ratos foram analisados sem experiéncia sexual prévia (virgens) e
posteriormente colocados com fémeas para adquirirem experiéncia sexual.
Quando animais intactos sdo colocados pela primeira vez com fémeas o

desempenho sexual € menos eficiente do que um macho sexualmente experiente.

No inicio do teste, o que acontece normalmente sdo montas e intromissdes
imperfeitas, onde o animal ndo consegue segurar a fémea de maneira correta para

a penetragdo, mas posteriormente a performance melhora. Nos animais
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manipulados ou estimulados aversivamente no periodo neonatal sem experiéncia
sexual ocorreu uma diminui¢do importante do interesse pela fémea, demonstrado
por uma baixa, e em alguns animais até nula, frequéncia de monta e intromissao .
Nesta situagdo, mesmo os animais que realizaram alguma monta ou intromissao
durante o teste mostraram uma laténcia para a realizacao desses comportamentos
muito maior do que a dos animais intactos. Por outro lado, a durag¢édo do cheirar
genitais foi maior do que a dos intactos, dado esse que usualmente em conjunto
com o comportamento de monta indica uma motivagdo do animal pela fémea.
Porém esse resultado ocorreu de maneira isolada, pois a frequéncia e laténcia de
monta diminuiram. Portanto nao seria correto dizermos que houve um aumento da
motivagao sexual analisando o dado de aumento de cheirar genitais isoladamente.
Com isso conclui-se que os animais sexualmente inexperientes, manipulados ou
estimulados aversivamente no periodo neonatal, apresentam uma diminuigao do
comportamento sexual. Os resultados desse teste em animais inexperientes
reforcam a hipétese de que a estimulacdo neonatal diminui a capacidade de
responder adequadamente aos estimulos ambientais e de interagir com o meio, no
caso a fémea receptiva.

Quando os ratos manipulados ou estimulados aversivamente no periodo
neonatal foram analisados ap6s adquirirem experiéncia sexual mostraram uma
recuperacao parcial do comportamento sexual, principalmente nos animais
manipulados. Os resultados evidenciaram que os animais manipulados na maioria
dos comportamentos analisados nao foram diferentes dos animais intactos, como
mostram os resultados da frequéncia de cheirar genitais e intromissdo. Porém o

comportamento sexual nao foi recuperado totalmente, visto que a laténcia de
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intromissao (tempo desde o inicio do experimento até a realizagdo da primeira
intromissao) continua alta em relagdo aos animais intactos, indicando que mesmo
com a experiéncia sexual alguns comportamentos permanecem deficitarios. Os
animais estimulados com experiéncia sexual aumentaram suas médias de todos
os comportamentos, porém comparados aos intactos e manipulados mantiveram
um baixo desempenho sexual, o que ja era esperado, pois na analise do
comportamento em animais inexperientes o comportamento dos manipulados era
baixo porém o dos estimulados aversivamente era ainda mais baixo.

Estudos anteriores mostraram que ratos machos que sofreram estimulagao
pré-natal tiveram uma diminuicdo do comportamento sexual quando adultos
(Ward, 1972; Ward et al., 1994) porém esses resultados n&o se repetiram quando
os mesmos foram manipulados no periodo neonatal e analisados quando adultos
(Ward, 1972). Os nossos resultados estdo de acordo com o trabalho de Ward
(1972), no que se refere a animais manipulados com experiéncia sexual prévia. O
experimento de Ward (1972) avaliou a performance sexual de machos que foram
expostos a fémea receptiva durante 6 dias consecutivos antes do teste, portanto
os animais eram sexualmente experientes. Certamente os dados mais expressivos
deste teste s&o os que levam a conclusédo que animais que sofreram manipulagdo
ou estimulagéo aversiva no periodo neonatal mostram uma diminuicdo do
comportamento sexual quando comparados aos animais intactos, e que a

P

experlenma sexual pode parmalmente reverter os efeitos da manipulagao ou

P

comportamento atraves da repetigéo e treinamento € importante porque pode

provocar uma mudanga na linha de estudos sobre as alteragdes provocadas por
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distarbios na fase neonatal. Pois a maioria das publicacbes teve suas conclusdes
sobre os efeitos da estimulagcdo neonatal sobre o comportamento, baseadas em
analisar os animais em apenas uma sessdo teste, e com o resultado do
comportamento sexual muitas conclusdes poderao ser revistas com a realizagao

de testes com repetigoes.

3.5.Habituagdo no campo aberto e Labirinto aquatico de Morris (aprendizagem e
memoria)

O teste de habituagao no campo-aberto foi realizado para verificar se o
animal manipulado ou estimulado aversivamente no periodo neonatal tinha a
capacidade de memorizar o local onde ele esteve no dia anterior‘ e isso
conseqlientemente diminuiu a atividade exploratéria. Os resultados indicam que
os animais dos grupos experimentais comportam-se da mesma maneira que 0s
animais intactos em relagdo a habitua¢ao analisada durante 4 dias consecutivos.
Todos os grupos mostraram um decréscimo das atividades exploratérias ao longo
dos dias experimentais, porém os grupos experimentais mantiveram valores mais
altos nas frequéncias dos comportamentos exploratérios, principalmente
locomocgao. Tucker & Johnson (1984), em um estudo semelhante analisaram a
orientagdo e a quantidade de bolos fecais no campo aberto durante 5 dias
consecutivos em animais adultos que foram manipulados neonatal e verificaram
que 0s mesmos nao sao diferentes dos intactos. No entanto, em outro estudo de
habituagao no campo-aberto mostrou-se que ocorre uma diminuigdo dos bolos
fecais e aumento das respostas de orientagdo em animais manipulados neonatal

quando comparados a animais intactos (Reboucas & Schmidek, 1997). Nossos
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resultados, concordam com os dados obtidos por Tucker e Johnson (1984),
apesar de nao ter sido analisado em nosso experimento o numero de bolos fecais.
Assim, os animais manipulados ou estimulados aversivamente no periodo
neonatal se habituam num ambiente novo, entretanto mantém a hiperatividade.
Este teste concluiu que a manipulagao ou estimulagdo aversiva no periodo
neonatal ndo afeta a habituagcdo ao ambiente.

O outro teste realizado foi o labirinto aquatico de Morris, utilizado para
verificar a memoéria espacial dos animais. Os resultados tanto no dia 1 (teste)
quanto no dia 2 (reteste) evidenciaram que os animais manipulados ou
estimulados aversivamente no periodo neonatal nao possuem diferengas
significativas quando comparados aos animais intactos. No dia 1, todos os animais
tiveram uma diminuicao do tempo para encontrar a plataforma ao longo dos 8
treinamentos realizados. No dia 2, os animais dos grupos experimentais tambéem
nao foram diferentes dos intactos em relagdo a freqtiéncia de passagem no local
onde se encontrava a plataforma no dia anterior. Portanto esses dois testes
(habituagdo no campo-aberto e labirinto aquatico de Morris) nos levam a
conclusao que a manipulacao ou estimulagao aversiva no periodo neonatal nao

provocam alteracdes na capacidade de aprendizagem e de memoria espacial.

3.6.Nado-forcado

O teste de nado forgado foi realizado para verificar se o estresse neonatal
pode induzir na adolescéncia um estado de desamparo aprendido-depressao
(Maier & Seligman, 1976; Anisman & Zacharko, 1993). Devido a sequéncia

imprevisivel dos estimulos aversivos a que os filhotes foram submetidos, poder-
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se-ia pensar que estes estimulos estariam afetando permanentemente circuitos
neurais e subjacentes a depressao. Trabalhos prévios (Hilakivi-Clarke et al., 1991;
Tejedor et al., 1998) mostraram que animais manipulados neonatal quando
comparados a animais intactos ndo mostram diferengas no teste de nado forgado,
porém quando os animais manipulados sdo submetidos a um estresse na idade
adulta e testados neste teste, os animais manipulados foram menos reativos
emocionalmente e também menos susceptiveis a ansiedade na adolescéncia
quando comparados aos intactos (Gonzalez et al.,, 1990). Consideramos a
hipétese de que submeter os filhotes a um procedimento de estimulagao aversiva
imprevisivel poderia induzir a um estado de desamparo aprendido no animal
adulto, gerando alteragcbes do comportamento no teste de nado forcado. Mas
contrariando esta hipétese, os resultados em animais estimulados aversivamente
no periodo neonatal concordaram com os encontrados para os animais
manipulados, os resultados do nado forgado tanto no dia do teste quanto no
reteste ndo mostraram diferencas significantes entre os animais dos grupos
experimentais e os intactos. Portanto, a estimulagao aversiva da mesma maneira
que a manipulagdo no periodo neonatal ndo gera um estado de depressdo no

animal.

3.7.Comparacao entre os grupos experimentais

Uma outra discussdo que deve ser realizada é entre os dois grupos

experimentais. Quando comparados os dois grupos experimentais (manipulados e

estimulados aversivamente no periodo neonatal) na maioria dos testes realizados
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acima, as consequéncias comportamentais tanto da manipulacdo quanto da
estimulagcao aversiva na fase adulta mostraram apenas uma pequena diferenga
entre os dois grupos experimentais. Isto nos levou a concluséo que as altera¢des
induzidas pela estimulagdo aversiva no periodo neonatal e pela manipulagdo no
desenvolvimento do cérebro ndo sao essencialmente diferentes, independente da
natureza ou do procedimento de estimulagdo neonatal. De fato, tem sido
argumentado que a reacdao da mae (aumento dos cuidados maternais) em
resposta ao distarbio realizado nos filhotes neste periodo possa ser a causa
primaria das alteragbes comportamentais nos animais adultos estimulados
neonatalmente e ndo o procedimento experimental por si s6 (Levine 1994; Liu et
al., 1997; Sapolsky, 1997).

Porém em alguns testes como o do comportamento sexual a resposta dos
animais manipulados e estimulados aversivamente no periodo neonatal é
diferente, o que nos leva a concluir que a estimulacdo possa ativar uma maior
quantidade de locais no sistema nervoso ou de vias que podem interferir em
respostas mais complexas do animal.

Quando analisados conjuntamente os efeitos da estimulacdo neonatal na
atividade no campo-aberto com predador, comportamento agressivo maternal e
atividade sexual podemos concluir que a estimulagao neonatal (tanto estimulacao
aversiva quanto manipulacao) pode induzir efeitos diferentes no mecanismo de
diferenciacdo neural relacionados aos varios comportamentos. O que é muito
provavel de ter acontecido devido a estimulacéo do animal ter ocorrido no periodo
de intensa diferenciacéo do cérebro e provavelmente afetou uma larga variedade

de fungdes cerebrais. Cotman et al., 1994, colocam que mudancgas observadas na
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estrutura e na funcdo do SNC ao nivel celular fornece uma plasticidade
comportamental do cérebro. Alguns autores colocam que o melhor estimulo para a
plasticidade cerebral € a experiéncia e, dependendo da intensidade ou do tipo da
estimulagcao, produz varias mudancgas cerebrais como, por exemplo, aumento no
comprimento dos dendritos e alteragbes da atividade metabdlica. Essas mudancas
estdo relacionadas a diferengas comportamentais entre os individuos e podem ser
afetadas por fatores como a idade, horménios gonadais e estresse (Zilles, 1992;
Kolb, & Whishaw, 1998). Outra afirmacao de varios autores € o fato de que as
altefagées no desenvolvimento do comportamento do animal submetido a
estimulacao neonatal parece ser devido ao fato do disturbio da relagédo mae-filhote
(Levine, 1994; de Kloet et al., 1996; Liu et al., 1997),

Alternativamente, supde-se que a estimulagdo neonatal gera disturbios na
relagdo mae-filhote e isso induziria a uma alteracdo primaria do cérebro e dos

substratos neurais dos comportamentos.
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CAPITULO 2

EFEITO DA ESTIMULAGAO NEONATAL SOBRE COMPORTAMENTOS DE
RATOS NO PERIODO PERIPUBERAL (33-35 DIAS DE IDADE)

Objetivos especificos Este trabalho analisou as alteragbes comportamentais em
animais durante o periodo peripuberal (33-35 dias de idade) geradas pela
estimulacéo neonatal. Os animais foram estimulados no periodo neonatal (12 a0
10? dia) e posteriormente testados no campo aberto com predador e no labirinto

em cruz elevado.
1.MATERIAIS E METODOS

1.1. Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas da variedade Wistar provenientes
dos biotérios do Instituto de Ciéncias Basicas da Saiude da UFRGS. Os animais
_foram estudados entre 33 e 35 dias de idade, divididos nos seguintes grupos
experimentais :

a) Grupo | - INTACTO - animais que n&o foram manipulados pelo
experimentador nem/ou pelos tratadores durante todo periodb de amamentacao;

b) Grupo Il - MANIPULACAO - animais foram gentilmente manipulados
pelo experimentador por 1 min uma vez por dia durante os 10 primeiros dias de
vida;

c) Grupo lll- ESTIMULADOS - animais que foram submetidos a
estimulacdo aversiva pelo experimentador por 10 min uma vez por dia durante os
10 primeiros dias de vida.

No 72 dia antes do parto, as fémeas gravidas foram colocadas em caixas
individuais. O dia do nascimento (dia 0) foi controlado rigorosamente e a ninhada
padronizada em 8 filhotes por mae. No dia seguinte ao nascimento dos filhotes, foi
iniciado o procedimento de manipulagédo ou estimulacdo aversiva. Logo apés cada

sessdo de manipulagao ou estimulacdo aversiva os filhotes retornaram para a
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caixa com a mae. Depois desse periodo de estimulagdo neonatal, os ratos
permaneceram com a mae até o desmame (21 dias pds-parto) quando foram
separados e mantidos em caixas (41x34x17cm) com animais do mesmo sexo e
idade (de 2-5 animais por caixa) e tratados segundo a rotina padrao do biotério.
Cada grupo experimental era formado por animais ndo pertencentes a mesma
ninhada (ndo-irmaos). Todos os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro
de 12:12 horas (periodo claro das 4:00 as 16:00 hs). A temperatura foi mantida

constante em torno de 22° C. Os animais tinham livre acesso a agua e a ragao

especifica para roedores (Nutrilab, Brasil) durante todo o experimento.

1.2. Metodologia da Estimulacao Aversiva

A estimulagao aversiva do experimento 2 foi realizada da mesma maneira

que a do capitulo 1 (item 1.2).
1.3. Registro dos comportamentos
1.3.1. Campo-aberto com um predador

Foram analisados animais pré-puberes machos e fémeas dos grupos
intacto (N=14 machos e 9 fémeas), manipulados (N= 10 machos e 9 fémeas) e
estimulados (N=10 machos e 9 fémeas).

Os comportamentos analisados foram freqiiéncia e duragdo de locomogao,
explorar a area do predador, esquadrinhar. A metodologia experimental utilizada

foi a mesma do capitulo 1 (item 1.3.1).
1.3.2. Labirinto em cruz elevado

Foram analisados animais pré-puberes (33-35 dias de idade), ratos machos
e fémeas divididos nos grupos intacto (N=8 fémeas e 10 machos), manipulados
(N=6 fémeas e 7 machos) e estimulados (N= 9 fémeas e 11 machos).
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Os comportamentos analisados foram freqiiéncia e duragdo no bracgo
aberto, brago fechado, cabega para fora do brago aberto e esquadrinhar. Também
foram analisados os indices de porcentagem de vezes que o animal entra no
braco aberto, porcentagem de tempo que o animal permanece no brago aberto e a
freqiéncia total de entradas nos bragos. A metodologia experimental utilizada foi a

mesma do capitulo 1 (item 1.3.3).

1.4. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada comparando-se 0 grupo estimulado e
manipulado ao grupo intacto, bem como o grupo estimulado ao grupo manipulado.
Os resultados foram expressos por média (+EPM) e comparados entre os grupos
experimentais através de uma analise da varidncia (ANOVA) e posteriormente
comparados pelo teste de Newman-Keuls. Em alguns casos (laténcia dos
comportamentos, por exemplo) os resultados foram expressos por mediana
(desvio interquartil) e comparados entre grupos experimentais através da analise
da variancia nao-paramétrica de Kruskal-Wallis (Siegel, 1975). O nivel de

significancia aceito foi sempre de p<0,05.

2. RESULTADOS

2.1. Campo-aberto com o predador:
a)Duracéao da Locomogao

As fémeas dos grupos experimentais quando comparadas as intactas no
mesmo periodo, ndo mostraram diferencas significativas na duracdo da
locomogéo nos periodos 1, 2 e 3 (periodo 1 - antes da presencga do predador,
periodo 2 — na presenga do predador e periodo 3 — apés a retirada do predador)

(Fig. 5). Quando as fémeas dos grupos experimentais foram comparadas com o
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préprio grupo, porém em periodos diferentes, mostraram uma diminuicédo na
duragdo desse comportamento (periodo 2 comparado ao periodo 1 = 89,0 e 25,0,
periodo 3 comparado ao periodo 1 = 79,0 e 20,0 vezes, manipuladas e
estimuladas, respectivamente). Nos machos, quando comparados 0s grupos
experimentais com o grupo intacto, dentro do mesmo periodo, os mesmos néo
mostraram diferencga significante nos periodos 1 e 2. No periodo 3, os animais dos
grupos experimentais mostraram uma diminuicdo da duragdo de locomogao
comparados aos intactos (aumento de 10,0 vezes tanto para manipulados quanto
para estimulados). Quando a comparacgao foi realizada dentro do mesmo grupo
em periodos diferentes, os animais dos grupos experimentais mostraram uma
diminuicao da duragao desse comportamento (periodo 2 comparado ao 1=39,0 e
15,4, periodo 3 comparado ao 1 = 38,3 e 38,3 vezes, manipulados e estimulados,

respectivamente) (Fig. 5).

b)Duracao da exploragao da area de localizagao do predador

As fémeas dos grupos experimentais, no mesmo periodo, ndo mostraram
diferengas significantes, quando comparadas as do grupo intacto (Fig. 5). Quando
as fémeas dos grupos experimentais foram comparadas dentro do préprio grupo,
mas em periodos diferentes, mostraram uma diminuicdo da duragdo desse

comportamento (periodo 2 comparado ao periodo 1 = 40,0 e 30,0 vezes; no

]

periodo 3 comparado ao periodo 1 = 35,0 e 30,0 vezes, manipuladas e
estimuladas, respectivamente). Os machos do grupo manipulado quando
comparados aos do grupo intacto mostraram uma diminuicdo na duragiao

desse comportamento no periodo 1 (1,0 vez), nos outros periodos ndo houve



79

diferencas significantes entre os grupos experimentais e o grupo intacto. Quando
os machos dos grupos experimentais foram comparados dentro do préprio grupo,
porem em periodos diferentes, mostraram uma diminuicdo da dura¢do desse
comportamento (periodo 2 comparado ao periodo 1 = 40,0 e 3,0 vezes; no periodo
3 comparado ao periodo 1 = 40,0 e 3,0 vezes, manipulados e estimulados,

respectivamente) (Fig. 5).

c)Duracgao de esquadrinhar (olhar para area do gato)

As fémeas dos grupos experimentais, quando comparadas as do grupo
intacto, dentro do mesmo periodo, nao mostraram diferengas significativas na
duracdo desse comportamento em nenhum dos periodos analisados. As fémeas
dos grupos experimentais e do grupo intacto quando comparadas ao proprio
grupo, porém em periodos diferentes, mostraram um aumento da duragdo do
comportamento de esquadrinhar (periodo 2 comparado ao periodo 1 = 3,0, 4,0 e
5,0 vezes, intactas, manipuladas e estimuladas, respectivamente). Nos machos -
dos grupos experimentais, quando analisados no mesmo periodo, mostraram um
aumento na duragdo do esquadrinhar (1,7 e 2,1 vezes, manipulados e
estimulados, respectivamente). Quando a comparacao foi realizada entre os
machos do mesmo grupo em periodos diferentes, os animais dos grupos
experimentais mostraram um aumento da duragéo de esquadrinhar no periodo 2
comparado ao periodo 1 (4,0 e 3,8 vezes, manipulados e estimulados

respectivamente) (Fig. 5).
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2.2 Labirinto em cruz elevado
a)Resuitados dos comportamentos em fémeas

As fémeas do grupo manipulado comparadas as dos grupos intacto e
estimulado, mostraram uma diminuicéo da fredijéncia no brago fechado (1,0e 2,0
vezes, comparadas as intactas e estimuladas, respectivamente) e no brago aberto
(1,5 vezes tanto para a comparagao com as intactas quanto para as estimuladas).
Em relagédo a duracao, as fémeas manipuladas permaneceram por um periodo de
tempo menor no brago aberio (1,4 e 1,6 vezes, comparadas as intactas e
estimuladas, respectivamente). Em consequéncia dos resultados anteriores, a
fémea manipulada também teve uma diminu»ig:éo da frequéncia total de entradas
nos bragos (1,3 e 1,2 vezes, comparadas as intactas e estimuladas,
respectivamente). As fémeas do grupo estimulado nao foram significativamente
diferentes da fémeas do grupo intacto nos comportamentos avaliados.

Os machos dos grupos experimentais comparados aos do grupo intacto,
mostraram uma diminuicdo da duracdo no bragco aberto (0,6 e 0,7 vez,
manipuladas e estimuladas, respectivamente). Nos outros comportamentos

avaliados nao houveram diferencas significativas entre os grupos (Tab. 10).
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Tabela 10- Efeito da estimulagdo neonatal sobre os comportamentos no teste de

labirinto em cruz elevado em animais na fase peripuberal (33-35 dias de idade).

Dados expressos como média + EPM.

COMPORTA SEXO INTACTO MANIPULADO | ESTIMULADO
MENTOS
FREQ. BRACO |Fémeas 5.7+0,9 2.8+0,8*# 54+1 1
FECHADO Machos 4.7+0,6 3,4+0,7 4.3+0,9
FREQ. BRACO |Fémeas 5,0+0,9 2,0+08*# 5,0+1,3
ABERTO Machos 4 0+0,8 2,710,9 2,6+0,8
FREQ. CABECA |Machos 7,0+1,0 41414 5,8+1,5
P/ FORA BRACO [Fémeas 7,0+1,6 2,310,9 9+2 4
ABERTO
DUR. BRACO Fémeas 238,0£11,6 276,8+10,2 23271145
FECHADO (s) Machos 232,0+ 9,6 254 7+157 259,7£10,6
DUR. BRACO Fémeas 49 7+11.4 208+104*# |54,0+141
ABERTO (s) Machos 61,1+10,3 38,7+142 * 35,2+10,0 *
PFBA (%) Fémeas 44 30 42

Machos 40 30 30
PTBA (%) Fémeas 17 7 20

Machos 20 10* 10
FREQ. TOT. Fémeas 11+1,8 48+16*# 10+2.3
ENTRADAS Machos 8,7+1,3 6,1+1,6 6,9+1,6

* p< 0,05 comparado ao grupo intacto

# p< 0,05 comparado ao grupo estimulado
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Figura 5- Efeito da estimula¢cao neonatal sobre a duracao dos comportamentos, no
campo-aberto com o predador, em machos e fémeas na fase peripuberal. Dados

expressos pela média + EPM.
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3. DISCUSSAO
-EFEITO DA ESTIMULACAO NEONATAL SOBRE O COMPORTAMENTO DE
RATOS ANALISADOS NA FASE PERIPUBERAL.

Nos experimentos relatados anteriormente, a manipulagdo ou estimulagao
aversiva no periodo neonatal provocaram profundas modificagbes
comportamentais nos animais analisados na idade adulta.

O presente experimento estudou a ocorréncia destas modifica¢des na fase
peripuberal (33-35 dias de idade). Estes animais, tanto machos quanto fémeas,
manipulados ou estimulados aversivamente no periodo neonatal, e testados na
fase peripuberal no campo aberto com o predador, ndo mostraram diferencas do
grupo intacto em relagéo a atividade locomotora nos 3 periodos analisados (antes
da presenca do predador, na presenga do predador e ap6s a retirada do
predador). Em relacdo a exploragdo da area do gato, ndo houve diferencas
significantes entre os grupos nos periodos 2 e 3, porém os machos estimulados
aversivamente no periodo neonatal mostraram uma diminuicdo deste
comportamento no periodo 1 em relagéo ao grupo manipulado e intacto no mesmo
periodo. Em relagdo ao comportamento de olhar para o local onde esta ou esteve
o predador, as fémeas nado mostraram diferengas significantes entre os grupos
experimentais em nenhum dos 3 periodos analisados, porém os machos dos
grupos experimentais, no periodo 2, tiveram um aumento da duracdo desse
comportamento comparados ao grupo intacto. No teste de labirinto em cruz
elevado, tanto os machos quanto as fémeas peripuberais dos grupos

experimentais, ndo mostraram diferengas significantes em relagéo aos intactos.
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Os resultados do experimento em animais manipulados e estimulados
aversivamente no periodo neonatal analisados na fase peripuberal mostraram
grandes diferencas em relagdo aos animais analisados na fase adulta. Os
comportamentos de locomogédo e exploragdo da area do predador no campo
aberto, nos grupos experimentais de animais adultos possuem uma duragao muito
maior quando comparados ao intacto. Resultados esses que ndo se reproduzem
quando os animais sd@o analisados na fase peripuberal, pois ndo mostram
diferencgas significantes em relag&o ao grupo intacto, e quando mostram pequenas
diferencas é no sentido dos animais manipulados ou estimulados aversivamente
no periodo neonatal possuirem um medo maior do que os animais intactos. No
comportamento de olhar para a area do gato, as fémeas peripuberais néo
mostraram diferencas significantes, porém os machos ficaram muito mais tempo
olhando para a area onde esta ou estava o predador do que os animais intactos,
resultados completamente contrarios aos observados nos animais adultos. Nos
adultos, resultados no labirinto ndo mostraram tantas diferengcas como os do
campo aberto com o predador, porem as fémeas do grupo estimulado
aversivamente no periodo neonatal tem uma freqiéncia total de entradas nos
bracos, maior do que a das fémeas intactas. Esse resultado provavelmente esta
relacionado a maior atividade de locomogao desses animais, porém isso nao foi
observado nas fémeas dos grupos experimentais na fase peripuberal.

No periodo neonatal, os hormdnios gonadais tem a fungcdo de organizar
permanentemente o SNC principalmente o padrao fisiolégico da funcéao
reprodutiva (Young, 1961, Levine & Mullins, 1964). Estimulacdo do animal no

periodo neonatal pode levar a uma elevagéao de horménios que se encontram em
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baixa concentragdo, como por exemplo, a separacdo do filhote da mae nesta
idade gera uma elevacgao do nivel de testosterona (Slob et al., 1980). A agéo dos
esterdides no animal neoanato alteram o padrao e provavelmente a quantidade da
secrecdo de horménios quando adultos (Levine & Mullins, 1966). Essas elevagdes
hormonais geradas pela estimulagdo neonatal pode ter originado no macho uma
sensibilizacdo precoce do cérebro aos hormdnios gonadais, assim como
alteragbes na organizagao dos comportamentos. Durante o periodo peripuberal
os hormodnios gonadais se encontram em fase de elevacdo, porém os niveis ainda
sdo inferiores as concentragdes dos esterdides gonadais observadas no animal
adulto (Ojeda e Ramirez, 1974, Andrews e Ojeda, 1977).

Aparentemente a alteragéo causada pela estimulacdo (tanto manipulagéao
quanto estimulagdo aversiva) no periodo critico neonatal necessita de um
substrato neural e/ou de quantidades hormonais iguais as encontradas num
animal adulto para deflagrar as alteracbes comportamentais. Essa afirmacao pode
ser confirmada devido ao fato de que os niveis plasmaticos de testosterona em
animais adultos ndo mostram diferencas entre os grupos experimentais e o

intacto.



CAPITULO 3

EFEITO DA ESTIMULACAO NEONATAL SOBRE
COMPORTAMENTOS DE RATOS ADULTOS
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EXPERIMENTO 3

EFEITO DA ESTIMULAGCAO NEONATAL SOBRE COMPORTAMENTOS DE
RATOS ADULTOS GONADECTOMIZADOS PRE-PUBERES (27 DIAS DE

IDADE).

Objetivos especificos: Este experimento analisou as relacdes entre hormonios
gonadais e os efeitos comportamentais da estimulagdo neonatal. Os animais
machos e fémeas foram estimulados no periodo neonatal (dia 1 ao dia 10),
gonadectomizados aos 27 dias de idade e testados no campo aberto com

predador e no labirinto em cruz elevado aos 90-100 dias idade.
1.MATERIAIS E METODOS

1.1.Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas da variedade Wistar provenientes
dos biotérios do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. Os animais
foram estudados entre 90 e 100 dias de idade, divididos nos seguintes grupos
experimentais :

a) Grupo | - INTACTO - animais que nao foram manipulados pelo
experimentador nem ou pelos tratadores durante todo periodo de amamentacao;

b) Grupo ll - MANIPULACAO - animais foram gentiimente manipulados
pelo experimentador por 1 min uma vez por dia durante os 10 primeiros dias de

vida;

Em torno de 7 dias antes do parto, as fémeas gravidas foram colocadas
em caixas individuais. O dia do nascimento (dia 0) foi controlado rigorosamente e
a ninhada padronizada em 8 filhotes por mae. No dia seguinte ao nascimento dos
filhotes, foi iniciado o procedimento de manipulagao. Logo apds cada sessao de
manipulagdo os filhotes retornaram para a caixa com a mae. Depois desse

periodo de estimulagao neonatal, os ratos permaneceram com a mae até o
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desmame (21 dias pos-parto) quando foram separados e mantidos em caixas
(41x34x17cm) com animais do mesmo sexo e idade (de 2-5 animais por caixa) e
tratados segundo a rotina padrdo do biotério. Cada grupo experimental era
formado por animais nao pertencentes a mesma ninhada (nao-irmaos). Todos os

animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas (periodo claro

de 4:00 a 16:00). A temperatura foi mantida constante em torno de 22° C. Os
animais tinham livre acesso a agua e a ragao especifica para roedores (Nutrilab,
Brasil) durante todo o experimento. Aos 27 dias de idade os animais eram
gonadectomizados e apds retornavam as caixas para serem analisados entre 90-
e 100 dias de idade.

1.2.Metodologia da manipulacao

A manipulagdo consistia em remover os filhotes das maes, colocando-os
junto em um recipiente plastico pequeno forrado com toalha de papel e levados
para uma sala diferente a que se encontravam com a mae (sendo que a
temperatura desta outra sala também foi mantida a 22° C). Os animais eram
gentiimente manipulados pelo experimentador por 1 min e depois retornavam para

a caixa com a mae.
1.3.Processo Cirurgico

Os machos foram anestesiados com ketamine:xylazine (10:50 mg/kg, i.m.),
colocados em uma prancha cirurgica especifica para ratos. Foi feita uma inciséo
na epiderme entre os testiculos, retirada a tinica albuginea e evidenciado os
testiculos que foram retirados de maneira cuidadosa para evitar hemorragias
internas. Apds a epiderme foi suturada, o animal retornava para a caixa moradia, e

sua recuperacéao foi acompanhada pelo experimentador.

As fémeas foram anestesiadas com ketamine:xylazine (10:50 mg/kg, i.m.),
colocadas em uma prancha cirdrgica especifica para ratos. Foi feita uma incisé@o
na parte ventral do abdome, rebatido o intestino e retirado somente o ovario, as
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trompas foram cuidadosamente lacradas para evitar hemorragias. Apés eram
suturadas e retornavam para a caixa moradia, sendo que a recuperagéo foi

acompanhada pelo experimentador.
1.4 Registro dos comportamentos
1.4.1. Campo-aberto com um predador

Foram analisados animais adultos (90-100 dias de idade) que foram
submetidos a castracdo antes da puberdade (27 dias de idade) machos e fémeas
dos grupos intacto (N=10 machos e 11 fémeas) e manipulados (N= 10 machos e

13 fémeas).

Foram analisados duragao dos comportamentos de locomocéo e explorar a
area do predador. A metodologia experimental utilizada foi realizada da mesma

maneira que no experimento 1 (item 1.2.1).
14.2. Labirinto em cruz elevado

Foram analisados animais adultos (90-100 dias de idade) castrados antes
da puberdade (27 dias de idade), ratos machos e fémeas divididos nos grupos
intacto (N= 10 fémeas e 11 machos), manipulados (N= 9 fémeas e 14 machos)

estimulados (N= 14 fémeas e 12 machos).

Os comportamentos analisados foram frequéncia e duracdo no braco
aberto, brago fechado, cabeca para fora do brago aberto e esquadrinhar. Também
foram analisados os indices de porcentagem de vezes que o animal entra no
braco aberto, porcentagem de tempo que o animal permanece no braco aberto e a
frequéncia total de entradas nos bracos. A metodologia experimental utilizada foi a

mesma do experimento 1 (item 1.3.3).
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1.5.Analise Estatistica

A analise do campo aberto com o predador foi realizada comparando-se o
grupo manipulado ao grupo intacto. Os resultados foram expressos por média
(xepm) e comparados entre os grupos experimentais através do teste-t de Student
para amostras independentes (Zar, 1996). A analise do labirinto em cruz elevado
foi realizada comparando-se o grupo estimulado e manipulado ao grupo intacto,
através de uma analise de varidncia (ANOVA) e quando necessario foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia aceito foi sempre de p<0,05.

2. RESULTADOS

2.1.Campo aberto com o predador:
a)Duracgao da locomogao:

Tanto machos quanto fémeas de todos os grupos analisados mostraram
uma diminuicéo desse comportamento no periodo com e pés-gato comparados ao
periodo pré-gato. N&o houve diferencas, tanto em machos quanto em fémeas,

dos grupos experimentais comparados ao grupo intacto nos 3 periodos analisados

(Fig. 6).

b)Duracao da exploragao da area do gato:

As fémeas dos grupos experimehtais nao foram diferentes das do grupo
intacto nos 3 periodos analisados. Os machos dos grupos experimentais
mostraram uma diminuicdo desse comportamento quando comparados aos
intactos no periodo pré-gato, porém nos periodos com e pds-gato ndo houve

diferencas significativas entre os grupos experimentais e o intacto (fig. 6).
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1.2. Labirinto em cruz elevado:
a)Brag:o fechado:

A freqiiéncia de entradas nos bracos fechados dos grupos experimentais,
tanto machos quanto fémeas, nao foi diferente da freqiéncia do grupo intacto. A
duracao deste comportamento néo foi diferente entre os grupos experimentais e
intacto, mas os machos do grupo estimulado aversivamente no periodo neonatal
mostraram uma diminui¢cao da duragdo quando comparados aos grupos intacto e

" manipulado (Tab.11).

b)Braco aberto:

A freqiiéncia de entradas nos bragos abertosﬁ dos grupos experimentais,
tanto machos quanto fémeas, nao foi diferente da freqiéncia do grupo intacto. A
duracdo deste comportamento nas fémeas dos grupos experimentais nao foi
diferente do intacto, mas os machos do grupo estimulado aversivamente no
periodo neonatal mostraram uma diminui¢do da duragao quando comparados aos

grupos intacto e manipulado (Tab. 11).
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COMPORTA __ |SEXO INTACTO MANIPULADO |ESTIMULADO
MENTOS
FREQ. BRACO |Fémeas  |35:08 3.020 7 45:08
FECHADO Machos 2807 41107 5711
FREQ. BRACO |Fémeas  |19:04 17105 27405
ABERTO Machos 23410 2 00,4 42407
FREQ. CABECA |Fémeas  |7.0:16 5214 6,041 1
f\gERQT%RACO Machos  |4.8:1.4 58112 9.9119 #
FREQ. Fémeas 7,7+1,6 7,9+1,9 8,6+1,1
ﬁf&‘R’ADR' Machos 7.0+1.4 8.6+1.1 8.4+1,2
DUR. BRACO  |Fémeas  |2500:102 | 2695154 23841156
FECHADO (s)  [Machos 2669+ 10,9 | 253.747.8 216.2+16.5%
DUR BRACO _ |Fémeas  |236+7.8 15,8+4.9 41,7:14.9
ABERTO (s) Machos 19,4186 23 6152 55 5112 4 *#
PFBA (%) Fémeas  |3046 30+7 40+5
Machos  |40+7 3015 4013
PTBA (%) Fémeas 1043 512 3045
Machos 723 912 2015 #
FREQ. TOT. Fémeas  |5.4+13 47+1.0 72413
ENTRADAS Machos 5116 6.121,0 9.8418

* P<0,05 quando comparado ao grupo intacto

#P<0,05 quando comparado ao grupo manipulado

Tabela 11- Efeito da estimulagio aversiva neonatal sobre a freqiiéncia e duragéo

de comportamentos no labirinto em cruz elevado em machos e fémeas adultos,

castrados aos 27 dias de idade. Dados expressos como média + EPM.
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* P<0.05 comparado ao grupo intacto no mesmo periodo
#P<0.05 comparado ao periodo pré-gato no mesmo grupo

Figura 6- Efeito da Estimulacdo Neonatal sobre a duracdo dos comportamentos no
campo-aberto com o predador em animais adultos que foram gonadectomizados aos

27 dias de idade. Dados expressos pela média+ EPM.
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3. DISCUSSAO
EFEITO DA ESTIMULACAO NEONATAL SOBRE O COMPORTAMENTO DE
ANIMAIS CASTRADOS AOS 27 DIAS DE IDADE

Neste experimento, foram analisados animais adultos, intactos e
manipulados, que sofreram castragdo antes da puberdade (27 dias de idade).
Quando analisados no campo aberto com o predador, os animais do grupo
manipulado nao mostraram diferencas significantes do comportamento de
locomocdo em relacdo ao grupo intacto em nenhum dos 3 periodos analisados
tanto em machos quanto em fémeas. Quanto a exploragao da area do gato, nao
ocorreram diferencas significantes entre os grupos no 2° e 3° periodos analisados,
porém nos machos no 1° periodo (pré-gato) houve uma diminuigdo da exploragdo
da area do gato no grupo manipulado comparado ao grupo intacto, que deve ser
»entendido como uma diminui¢do da exploragdo de um ambiente novo devido ao
animal nao saber que sera colocado o gato naquele local, embora a atividade
locomotora geral ndo tenha sido alterada. Os resultados observados em animais
castrados combinam com oOs encontrados no experimento em animais
peripuberais. Isso mostra que sem horménios gonadais (experimento 3) ou em
baixa quantidade (experimento 2) as alteragdes comportamentais geradas pela
manipulagdo ou estimulagdo aversiva neonatal ndo sdo observados. Estes
resultados corroboram a hipétese de que os horménios esterdides em quantidades
normais de um animal adulto parecem ser um fator determinante para as
alteragbes comportamentais decorrentes da manipulagdo ou de estimulagées

aversivas no periodo neonatal.



CAPITULO 4
EFEITO DA ESTIMULAGAO NEONATAL SOBRE A DENSIDADE DE

NEURONIOS
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EXPERIMENTO 4 -

EFEITO DA ESTIMULACAO NEONATAL SOBRE A DENSIDADE DE
NEURONIOS

Objetivos especificos: analisar a relacdo da estimulacdo aversiva no periodo
neonatal sobre a densidade neuronal (método Disector) em areas envolvidas com
comportamentos. Os animais foram estimulados no periodo neonatal (dia 1 ao dia
10) e a contagem neuronal foi realizada na amigdala medial e coértex frontal aos
11, 35 e 70 dias de idade.

1.MATERIAIS E METODOS

11. Animais:

Foram utilizados ratos machos e fémeas da variedade Wistar provenientes
dos biotérios do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. Os animais
foram estudados aos 11, 35 e 70 dias de idade. Todos os grupos abaixo
possuiam um N de 5 animais tanto para machos quanto para fémeas para cada
uma das idades estudadas. Os grupos experimentais foram os seguintes:

Grupo | - INTACTO - animais que ndo foram manipulados pelo
experimentador nem ou pelos tratadores durante todo periodo de amamentac¢ao;

Grupo Il - MANIPULACAO - animais foram gentilmente manipulados pelo
experimentador por 1 min uma vez por dia durante os 10 primeiros dias de vida;

Grupo llI- ESTIMULADOS - animais que foram submetidos a estimulacao
aversiva pelo experimentador por 10 min uma vez por dia durante os 10 primeiros
dias de vida.

Em torno de 7 dias antes do parto, as fémeas gravidas foram colocadas
em caixas individuais. O dia do nascimento (dia 0) foi controlado rigorosamente e
a ninhada padronizada em 8 filhotes por mae. No dia seguinte ao nascimento dos
filhotes, foi iniciado o procedimento de manipulagao ou estimulagdo aversiva. Logo

apds cada sessao de manipulagéo ou estimulagéo aversiva os filhotes retornaram
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para a caixa com a mae. Depois desse periodo de estimulagéo neonatal, os ratos
permaneceram com a mae até o desmame (21 dias poés-parto) quando foram
separados e mantidos em caixas (41x34x17cm) com animais do mesmo sexo e
idade (de 2-5 animais por caixa) e tratados segundo a rotina padrao do biotério.
Cada grupo experimental era formado por animais nao pertencentes a mesma
ninhada (n&o-irmaos). Todos os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro
de 12:12 horas (periodo claro de 4:00 a 16:00). A temperatura foi mantida

constante em torno de 22° C. Os animais tinham livre acesso a agua e a racéao

especifica para roedores (Nutrilab, Brasil) durante todo o experimento.

O grupo de animais analisados aos 11 dias de idade tinha seu cérebro

retirado 24h ap6s a ultima manipulagao ou estimulacao.
1.2. Metodologia da Estimulacdo Aversiva

A estimulagdo aversiva do experimento 4 foi realizada da mesma maneira

gque a do experimento 1 (item 1.2).

1.3.Processo cirurgico

Os ratos foram anestesiados com dose elevada de ketamine xylazine
(10:50 mg/kg, i.m.). Foi realizada uma abertura na altura do diafragma e rebatido
as costelas, evidenciando o coracao; foi feito um bloqueio da aorta-intercostal e
injetado no ventriculo esquerdo 40 ml de agua destilada para lavagem do cérebro;
apos foi injetado 40 ml de formol 10% para fixagdo do mesmo. Apds feito este
processo, foi realizado a abertura da calota craniana para retirada do cérebro,
este processo exigiu uma grande precisdo para ndo ocorrer lesdes na massa

encefalica.

O cérebro permaneceu 1 semana em formol 10%, para fixagdo. Apos o
mesmo foi lavado durante 24h em &gua corrente para retirada do formol e para

iniciar o processo histologico.
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1.4.Processo histolégico

Apoés ser lavado em agua corrente por 24 horas, foi iniciado o processo de
desidratagdo do cérebro e posterior emblocamento que incluiu as seguintes
etapas:

- alcool 70%;

- alcool 80%;

- alcool 95%;

- alcool 95%;

- alcool 95%;

- 3 x de alcool absoluto;

- 3 x de xilol;

- 3 banhos de histosec-paraplastic, sendo que o cérebro sera incluido em

sua posicao final na ultima passagem de paraplastic.

Todos os banhos foram de 40 min. As laminas para deposicao do material
foram previamente gelatinizadas para melhor adesao do corte, e para que o
mesmo nao soltasse da lamina no processo de coloracao. Foram realizados cortex
histolégicos no micrétomo sendo que os mesmos possuiam uma espessura de 7
um, e as areas a serem analisadas no microscopio foram evidenciadas com o
auxilio do Atlas histologico do cérebro do rato (Paxinos e Watson, 1986). Apds o
corte as laminas eram secadas em estufa por 24 horas, e entao era iniciado o
processo de coloracao que compreendia as etapas abaixo:

-xilol |

-xilol 11

-alcool 100%

-3 banhos de alcool 95%

-alcool 80%

-alcool 70%

-agua destilada

-cresyl-violeta

-3 banhos de aicool 95%

-alcool 100%
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-xilol |

-xitol 1l

Todos as passagens acima duravam em torno de 2 min cada uma, com
excecao do cresyl-violeta que durava em média 30s, tempo que era um pouco
variavel conforme a intensidade de coloragdo do mesmo.

A montagem final foi realizada com as laminas permanecendo no xilol |,
sendo retiradas uma a uma para evitar o ressecamento, e entao as laminulas

eram coladas com Enterllan.
1.5.Metodologia do disector

A metodologia do disector faz parte da estereologia, que analisa o corpo
dentro de um espago tridimensional (Cavalieri, 1635; Weibel, 1979; Gundersen &
Jensen, 1987; Gundersen et al., 1988; Cruz-Orive & Weibel, 1990; Mandarim de
Lacerda, 1995; Howard & Reed, 1998).

A contagem dos neurdnios corados com cresyl violeta na parte medial da
amigdala medial e camada 2 e 3 do cortex frontal foi realizada dentro de uma faixa
de 3 um dentro do corte e observado sempre o "look up" para efeito de contagem.

A analise da imagem foi realizada com microscopio 6ptico marca Zeiss de
alta resolugao, sendo que a objetiva 10x foi utilizada para a localizacao da area e
a objetiva de 40x para contagem dos neuronios.

Acoplado ao microscépio foi colocado uma camara de video que envia esta
imagem para o monitor, que pode ser de computador ou uma televisao.

Na tela da televisdo foi colocado um acetato de 21.7 x 33 cm que é foi
considerado a area teste, sendo que os nicleos que tangenciaram dois lados pré-
estabelecidos do acetato ndo eram contados. Os nucleos que estivessem
prescritos no "look up" e no "look down" também nao eram contados (Fig. 7).

De cada area foram feitos em torno de 100 cortes correspondentes a

totalidade da por¢ao que se tinha objetivo contar o niumero de células. No caso da

amigdala medial, nosso objetivo era analisar apenas a por¢ao central da amigdala
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medial (parametros antero-posterior de —1,8mm a —-3,6 mm do bregma) (Fig.8) e
no coértex pré-frontal as camadas 2 e 3 localizadas entre os parametros antero-
posterior (5,20 a 2,70mm do bregma) (Fig.9) do atlas de Paxinos e Watson 1988.
Cada lamina continha 5 cortes. Foram contados os neurdnios de 5 cortes
escolhidos aleatoriamente pelos analisadores. Sendo que cada nucleo era

considerado um neuronio.

DISECTOR

ook down

{Mandarim-de-Lacerda, 1995}

Figura 7- Esquema do disector. Dois cortes paralelos e a uma distancia conhecida
passam pela estrutura. Contamos os perfis que aparecem num dos cortes “look

up” (+)e nao no outro “look down” (-),dentro da area teste (Ta).



GFres
Inst. Ciéncias Basicas da Saiide 100
Bibliotecs

N SUUOR ISR S S SO

~.

‘Tateraaral 6.44 mm

5
v
I

Bregma —2.56 mm -
L .

Figura 8- Area da amigdala'medial utilizada como parametro para contagem
neuronal. '
Fonte: Paxinos e Watson, 1986.

™ 4 T =TT T T T T T T T 1

. _
,
" :1 3
- ip
- 5
:
+ Interanral 12.70 mm Bregma 3.70 mm
: ‘ . . ; s j

i

-Figura 9- Area do cortex pré-frontal (Fr 2) utilizada como parametro para
contagem neuronal. '
Fonte: Paxinos e Watson, 1986.



101

1.6.Analise Estatistica
A analise foi realizada comparando-se o grupo estimulado e manipulado ao grupo

intacto, bem como comparou-se o grupo estimulado ao manipulado. Foi realizado
o teste nao-paramétrico Mann-Whitney. O nivel de significancia aceito foi de

p<0,05.

2.RESULTADOS

2.1.Andlise da densidade neuronal na porcao central da amigdala medial:
a)Aos 11 dias de idade:

A contagem do numero de neurdnios nesta area em fémeas mostrou uma
diminuicao da densidade neuronal nos grupos experimentais quando comparados

ao grupo intacto. Em machos nao houve diferenca significante entre os grupos

(Fig. 10).

b)Aos 35 dias de idade:
A densidade neuronal nesta idade, em machos e fémeas, ndo mostrou
diferenca dos grupos experimentais quando comparados ao grupo intacto (Fig.

10).

c)Aos 70 dias de idade:
A densidade neuronal nas fémeas e machos dos grupos experimentais

diminuiu quando comparados ao grupo intacto (Fig. 10).
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Figura 10- Efeito da estimulagdo Neonatal sobre a densidade neuronal (Nv), na

porcao central da amigdala medial, em machos e fémeas, analisados aos 11, 35

e 70 dias de idade. Dados expressos pela mediana (intervalo interquartis).
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2.2 Analise da densidade neuronal no cortex pré-frontal de animais estimulados

neonatal:
a)Aos 11 dias de idade:
A densidade neuronal no cortex pré-frontal nas fémeas e machos dos

grupos experimentais foi menor quando comparados ao grupo intacto (Fig. 11).

b)Aos 35 dias de idade:
A densidade neuronal no cortex pré-frontal tanto nas fémeas quanto nos
machos dos grupos experimentais ndo mostrou diferenga significante quando

comparada a densidade neuronal do grupo intacto (Fig. 11).

c)Aos 70 dias de idade:
A densidade neuronal no cortex pré-frontal, tanto nas fémeas quanto nos
machos dos grupos experimentais ndo mostrou diferenga significante quando

comparada a densidade neuronal do grupo intacto (Fig. 11).
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Figura 11- Efeito da Estimulagao Neonatal sobre a densidade neuronal (Nv)

em machos e fémeas analisados na area do cortex pré-frontal (Fr2), aos 11,

35 e 70 dias de idade. Dados expressos pela média+ EPM.
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3. DISCUSSAO
A discussdo do experimento 4 sera realizada conjuntamente no final do

experimento 5.



CAPITULO 5
EFEITO DA ESTIMULACAO NEONATAL SOBRE A MORTE DE
NEURONIOS — APOPTOSE
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EXPERIMENTO 5

EFEITO DA ESTIMULACAO NEONATAL SOBRE A MORTE DE NEURONIOS -
APOPTOSE

Objetivos especificos: analisar a relagdo da estimulagdo aversiva no periodo
neonatal sobre a morte neuronal por apoptose (imunohistoquimica para apoptose)
na amigdala medial envolvida com asa alteragGes comportamentais e cuja
densidade neuronal foi avaliada no Experimento 4. Os animais foram estimulados
no periodo neonatal (dia 1 ao dia 5) e a contagem de células apoptoéticas foi

realizada na amigdala medial aos 5 dias de idade.

1.MATERIAIS E METODOS

1.1.Animais:
Foram utilizados ratos machos e fémeas da variedade Wistar provenientes

do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. Os animais
foram estudados aos 5 de idade. Os grupos abaixo possuiam um N de 6 animais
tanto para machos quanto para fémeas. Os grupos experimentais foram os
seguintes: |

Grupo | - INTACTO - animais que nao foram manipulados pelo
experimentador nem ou pelos tratadores durante o periodo experimental;

Grupo Il - MANIPULACAO - animais foram gentiilmente manipulados pelo

‘experimentador por 1 min uma vez por dia durante os 5 primeiros dias de vida;

Em torno de 7 dias antes do parto, as fémeas gravidas foram colocadas
em caixas individuais. O dia do nascimento (dia 0) foi controlado rigorosamente e
a ninhada padronizada em 8 filhotes por mae. No dia seguinte ao nascimento dos
filhotes, foi iniciado o procedimento de manipulagdo. Logo apds cada sessado de
manipulacao os ﬁlhotes' retornaram para a caixa com a mae. Cada grupo

experimental era formado por animais nao pertencentes a mesma ninhada (nao-
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irmaos). Todos os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12:12

horas (periodo claro de 4:.00 a 16:00). A temperatura foi mantida constante em

torno de 229 C. Os animais tinham livre acesso a agua e a ragdo especifica para

roedores (Nutrilab, Brasil) durante todo o experimento.

1.2 .Metodologia da Manipulacéo

A manipulacéo foi realizada da mesma maneira que no experimento 3 (item

1.2).

1.3.Processo cirtirgico

Os filhotes tiveram suas cabecas decepadas, a calota craniana foi aberta
para retirada do cérebro. O cérebro foi cortado em pequenos pedacos de
aproximadamente 3 mm, separando a regiao da amigdala medial para fixagdo. O

material foi colocado em solug¢ao de metanol + PBS (6:1) e conservado em freezer

(-20° C) por um periodo de 1-3 dias.

1.4. Processo Histologico

Os cérebros foram desidratados e emblocados através das seguintes
etapas:

-Metanol 70% e PBS

-Metanol 80% e PBS

-Metanol 90% e PBS

-2 banhos de Metanol P.A.

-Secagem com papel filtro

-2 banhos de xilol

-3 banhos de paraplastic

Todas as etapas tiveram a duragao de 1 hora cada uma, e no ultimo banho
de paraplastic o material era definitivamente emblocado. Os cérebros foram

cortados em microtomo com cortes de 5 um de espessura. As |dminas utilizadas
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para deposicdo dos cortes passaram pelo seguinte processo para melhor
aderéncia dos mesmos:

- limpeza em acetona uma a uma e secagem por 24h

- passagem no acido acético 5 min

- passagem na cola 3-aminopropyltriethoxy-siliane (SIGMA)

1.5.Imunohistoquimica
Este processo compreendeu as seguintes etapas:
-Incubagao em HxO> (5 min)
-dois banhos de PBS
-Albumina bovina a 0,1% (30 min)
-dois banhos de PBS
-Aplicacao do anti-ssDNA Mab F7-26 (100ul/corte) (Marca APOSTAIN) . Anticorpo
monoclonal com especificidade para marcar o condensamento da cromatina em
fase apoptética,
-Incubagao em temperatura ambiente (15 min)
-dois banhos de PBS
-Aplicacao de biotina conjugada (IgM) (15 min)
-PBS
-Aplicacao de Extravidin-peroxidase (15 min)
-PBS
-Aplicacdo da solugao de cromagem (DAB)
-Inicio do processo de coloragdo em Hematoxilina-Eosina (HE)

1.6. Processo de coloracdo para evidenciar a marcacao para apoptose
-alcool 100%

-alcool 95%

-alcool 90%

-alcool 80%

-alcool 70%

-agua destilada
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As etapas acima foram realizadas por um tempo de 3 min cada uma.
-Hematoxilina (50 s)

-agua corrente (20 min)

-Eosina (30 s)

-alcool 70% (30 s)

-alcool 90% (30 s)

-alcool 95% (1 min)

-dois banhos de alcool 100% (1 min/cada)

-Nessa etapa as laminulas eram coladas a lamina com enterlian.

A hematoxilina € um corante nuclear (cora a cromatina nuclear). A eosina é um
corante citoplasmatico ( cora o citoplasma e o nucléolo).

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico, sendo que foi utilizado
o aumento de 10x para a localizacdo da area e o aumento de 40x para a
contagem das células. Foi utilizada ocular reticulada onde foram contados 5 cortes
por animal, sendo que em cada corte foram contados 25 campos. A contagem foi
realizada por dois observadores que nao sabiam o grupo a que pertencia a lamina

e a porcentagem de concordancia entre os mesmos foi de 98%.

- 1.7. Analise Estatistica

A analise foi realizada comparando-se o grupo manipulado ao grupo intacto.
Os resultados foram expressos por média (+epm) e comparados entre os grupos
experimentais através do teste-t de Student para amostras independentes (Zar,
1996). O nivel de significancia aceito foi sempre de p<0,05.
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2.RESULTADOS
2.1. Andlise do efeito da estimulacao neonatal sobre a apoptose neuronal em
animais com 5 dias de idade:

Os resultados mostraram que em fémeas e machos do grupo manipulado
(Fig. 12 B) ocorreu um aumento de apoptoses neuronais quando comparados ao

grupo intacto (Fig. 12 A, Tab. 12).

SEXO GRUPOS |INTACTOS |MANIPULADOS
MACHOS 1,52+0,09 |2,54+0,17 *
FEMEAS 1,50+0,07 |2,44+013*

Tabela 12- Efeito da manipulagdo neonatal sobre a apoptose neuronal na
amigdala medial em animais aos 5 dias de idade. Dados expressos como média +

EPM.

*p < 0,05 quando comparado ao animal intacto.
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-Figura 12 B-Marcagao por imunohistoquimica para apoptose. Animais

manipulados.
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3.DISCUSSAO
-EXPERIMENTOS 4 E 5
EFEITO DA ESTIMULACAO NEONATAL SOBRE A DENSIDADE NEURONAL NA
AMIGDALA MEDIAL E CORTEX PRE-FRONTAL

O periodo neonatal & considerado critico para o desenvolvimento de ratos,
tanto no que diz respeito as variagdbes hormonais bem como em relagdo a
quantidade de neurdnios. Neste periodo acontece a maior intensidade de
nascimento, migragdo e morte neuronal (apoptose) (Gould et al, 1991). A
intervengdo neonatal neste periodo gera profundas modificagcdes comportamentais
em animais adultos o que nos leva a procurar entender melhor o que pode estar
acontecendo com as células neurais nesta fase quando o animal € submetido a
uma modificacdo na relacdo mae-filhote. No experimento 4, foi analisada a
densidade neuronal nas idades de 11, 35 e 70 dias de idade através da técnica do
disector. Os resultados do disector na amigdala medial mostraram que aos 11 dias
de idade as fémeas dos grupos experimentais possuem uma menor densidade
neuronal que as intactas, porém os machos nao foram diferentes em relagao aos
intactos. Quando analisados na fase peripuberal (35 dias de idade) na mesma
area, tanto os machos quanto as fémeas dos grupos experimentais ndo foram
diferentes do grupo intacto. E quando analisados na idade adulta (70 dias),
machos e fémeas dos grupos experimentais (manipulacdo ou estimulacido
aversiva no periodo neonatal) mostraram uma diminuicdo da densidade neuronal

comparados ao intacto.
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A amigdala medial € uma area sexualmente dimoérfica, portanto algumas
diferencas no efeito da estimulagdo neonatal quanto a densidade neuronal podem .
ser devidas a este fato. Isto € evidenciado nao sé por diferengas comportamentais,
como também pelo efeito diferenciado da estimulacdo neonatal sobre a densidade
neuronal em animais analisados aos 11 dias de idade. A amigdala medial € uma
area envolvida na modulacdo de varios comportamentos como o sexual e o
agressivo (Davis, 1992; Wood e Newman, 1995) e também esta relacionada com
a percepgdao do medo (Stock, 1981; Iwata, 1987). Devido a isso esta area foi
escolhida para analise dos efeitos da estimulacdo neonatal. Os resultados
mostraram que a estimulagcdo no periodo neonatal, periodo no qual ocorrem
grandes alteracdes no SNC, diminui a quantidade de neurdnios aos 11 dias de
idade, nas féméas e nao nos machos, mas posteriormente esta diferenca é
compensada por algum mecanismo que faz com que na idade peripuberal nao
existam diferengas entre os grupos estudados, porém na idade adulta ambos
machos e fémeas do grupo experimental apresentam uma diminuigdo do nimero
de neurdnio nesta area.

Se tracarmos um paralelo em relagao as modificagbes comportamentais
geradas pela estimulacdo neonatal nos parece claro que ndo sé as alteragdes
comportamentais dependem dos horménios gonadais mas também as mudancas
estruturais no sistema nervoso geradas pela estimulagao no periodo neonatal. As
alteracbes e morfolégicas nos neurdnios estdo relacionadas a diferencas
comportamentais entre os individuos e podem ser afetadas por fatores como
idade, horménios gonadais e estresse (Zilles, 1992; Kolb & Whishaw, 1998).

Analisando detalhadamente, notamos que aos 11 dias de idade diminui o nimero
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de neurdnios nas fémeas e ndo nos machos, provavelmente devido a amigdala
ser uma area sexualmente dimorfica (Hines et al., 1992). Na fase peripuberal
ambos machos e fémeas dos grupos experimentais nao mostraram diferenca na
densidade neuronal comparados ao grupo intacto, o que da mesma forma ocorreu
na analise comportamental dos animais na fase peripuberal, pois nesta fase néo
ocorreram modificagdes comportamentais dos grupos experimentais comparados
aos intactos. Na fase adulta, ambos machos e fémeas dos grupos experimentais
mostraram uma diminuigdo da densidade neuronal comparados aos intactos e da
mesma forma na analise comportamental foi quando ocorreram alteragdes nos
testes aplicados neste trabalho. Com isso conclui-se que a manipulagdo ou
estimulagdo aversiva no periodo neonatal gera modificacbes na densidade
neuronal da amigdala medial aos 11 e 70 dias de idade e n&o na fase peripuberal.
Portanto, quando os niveis plasmaticos dos horménios gonadais estdo baixos e a
densidade neuronal ndo é diferente do grupo controle (fase peripuberal) os
comportamentos nao sao afetados pela estimulacao neonatal, porém quando os
niveis plasmaticos dos horménios gonadais sé@o normais e a densidade neuronal é
menor (fase adulta) os comportamentos sédo afetados pela estimulagdo neonatal,
pelo menos em relacdo aos comportamentos aos quais a amigdala medial esta
relacionada.

A outra area estudada foi o cortex pré-frontal, e os resultados dos animais
aos 11 dias de idade mostraram que tanto machos quanto fémeas dos grupos
experimentais tiveram uma redugéo do numero de neurdnios quando comparados
aos intactos. Na fase peripuberal machos e fémeas dos grupos experimentais nao

mostraram diferenga no numero de neurdnios em relagdo ao grupo intacto. Na
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fase adulta também nao houve diferenca quando a densidade neuronal em
machos e fémeas dos grupos experimentais comparados aos intactos.

O cortex pré-frontal foi uma area escolhida para contagem de neurdnios por
estar relacionada com a capacidade do animal de interacao aoc ambiente. Os
resultados mostraram que apenas aos 11 dias de idade machos e fémeas dos
grupos experimentais tiveram uma diminui¢cao da densidade neuronal. Resultados
esses nao evidenciados na fase peripuberal e adulta. Da mesma forma, no teste
do nado forcado que € um modelo comportamental de depressdo ndo houve
diferengas entre os grupos experimentais e intacto, o que nos leva a concluséo
que em relacdo aos comportamentos relacionados com o cortex pré-frontal e a
densidade neuronal a estimulagdo neonatal ndo produz efeitos observaveis.
Analisando os resultados encontrados nas duas areas estudadas (amigdala
medial e cortex pré-frontal) podemos verificar que o efeito da estimulacdo neonatal
nao provoca uma diminuicao geral da densidade neuronal no cérebro. Isto nos
leva a crer que as alteracbes comportamentais geradas pela estimulacao aversiva
ou manipulagdo no periodo neonatal sejam dependentes da plasticidade cerebral
da area que modula esse comportamento.

O experimento 5 foi realizado para um melhor entendimento do processo
que gerou a diminuicao do numero de neurbnios na amigdala medial, se por
apoptose (morte natural da célula) ou necrose. Foi escolhido o dia 5 pos-parto por
estar dentro do periodo no qual fizemos a estimulacéo aversiva e ser um periodo
com glioneogénese, neurogénese e apoptose maximas em areas do cérebro onde
esse processo ja foi estudado como no giro denteado (Bayer, 1982; Cameron et

al,, 1993) e o bulbo olfatério em ratos (Altman, 1969; Kaplan et al.,, 1985).
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Portanto, optou-se por este dia porque provavelmente os processos neuronais
estariam melhor evidenciados, e também porque trabalhos anteriores mostraram
que estimulacdo neonatal no dia 2 pds-parto nao provocou alteragoes
comportamentais e apenas apdés o dia 4 poés-natal a estimulacdo neonatal
produziu os efeitos das alteragdes comportamentais (Levine, 1994). Os resultados
mostraram que 0s animais manipulados possuem uma maior quantidade de
células apoptéticas bomparados ao grupo intacto. Este resultado indica que a
diminui¢do do numero de neurdnios na amigdala medial analisada pelo método do
disector seria devida a um aumento da apoptose neuronal no periodo em gque o

animal esta sendo manipulado.



3. CONCLUSOES
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.3.CONCLUSOES

-

A partir dos resultados obtidos nos experimentos varias questdes puderam

ser melhor entendidas, como por exemplo:

a) Animais que foram estimulados no periodo neonatal, tanto manipulados quanto
estimulados aversivamente (grupos experimentais) sao mais ativos em ambientes
novos do que os animais intactos, dado que ja era conhecido da literatura em
relacdo a ambientes novos, porém esse trabalho demonstrou que essa
caracteristica permanece inalterada mesmo na presenca de um predador. Este
resultado nos leva a conclusdo de que o animal estimulado neonatal quando

adulto tem menos medo do que os animais intactos.

b) A estimulac&do neonatal em machos produz uma diminuicdo do comportamento
sexual, principalmente em animais sexualmente inexperientes, € que com a

experiéncia sexual o animal recupera parcialmente sua atividade sexual.

c) Fémeas lactantes que foram estimuladas no periodo neonatal demonstraram
um padrao comportamental agressivo ofensivo quando frente a um intruso,,

mostrando também um comportamento estereotipado incomum no rato Wistar.

d) Os animais aduitos que foram estimulados no periodo neonatal ndo mostram

alteracdes de memoria.
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e)A estimulagédo neonatal, tanto em machos quanto em fémeas adultos, testados

no teste de nado-forcado, ndo induz a um estado de desamparo aprendido-

depresséo.

f)Animais que foram estimulados no periodo neonatal e analisados na fase
peripuberal ndo mostram as mesmas alteragbes comportamentais que ocorreram
quando os animais foram avaliados quando adultos. Os animais peripuberais, que
foram estimulados no periodo neonatal ndo exploram mais ambientes novos e
mostram tanto medo quanto os animais intactos frente a um predador. Portanto,
estimulacdo neonatal em animais avaliados na fase peripuberal néo atua sobre a

diminuicdo do medo e aumento da atividade locomotora.

g) Animais estimulados neonatal, castrados aos 27 dias de idade e analisados na
fase adulta, mostram o mesmo padrao comportamental que os animais
peripuberais e intactos, ou seja, nado mostram diminuicao do medo e nem

hiperatividade como nos animais adultos nao castrados.

h) A estimulag¢édo neonatal diminui a densidade neuronal na amigdala medial em
machos e fémeas. Aos 11 e 70 dias de idade, mas aos 35 dias de idade esta
diminui¢do n&o é observada. No cortex pré-frontal a diminuicdo do namero de
neurdnios ocorre somente aos 11 dias de idade, mas aos 35 e 70 dias de idade o
namero de neurbnios em animais estimulados neonatal é igual o dos animais

intactos.
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i) A diminuicdo da densidade neuronal na amigdala medial gerada pela
estimulacdo neonatal pode estar relacionada a uma maior intensidade de
apoptose neuronal durante o periodo em que esta ocorrendo a manipulacéo ou

estimulagao aversiva (1-10 dias de idade).

A manipulacdo e a estimulacdo aversiva neonatal produzem efeitos muito
semelhantes na maioria dos experimentos, e quando ocorrem diferengas, a
estimulacdo aversiva mostra um efeito mais pronunciado sobre o
comportamento do que o visto pela manipulagao. Ao mesmo tempo, os animais
estimulados aversivamente mostram um menor grau de recuperagao

comportamental apés a experiéncia.

)No conjunto experimental concluimos que o animal que foi estimulado
neonatal parece ter uma interpretacao inadequada dos estimulos do ambiente,

demonstrando pouca interagdo com o que o cerca.
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