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“ H4& um dom acima de todos os outros que torna o homem

Unico entre os animais [...]

0 imenso prazer em exercer e aprimorar suas habilidades.

A descoberta é uma dupla reacao de analise e sintese juntas.

Como andlise, ela sonda a procura do que existe [...]

Como sintese, une as partes de maneira que a mente criativa trama

0 esqueleto simples fornecido pela natureza.”

Jacob Bronowski

The Ascendent of Men (1973)
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Resumo

Intervengdes na relacdo mae-filhote como a manipulacdo neonatal e a exposi¢ao
dos animais a um novo ambiente promovem alteracdes comportamentais,
neuroenddécrinas e estruturais estaveis na vida do animal adulto. Em ratos a manipulacédo
neonatal e a exposi¢cao dos filhotes a um novo ambiente geralmente nas duas primeiras
semanas de vida do animal, no periodo hiporresponsivo ao estresse tém um importante
papel no desenvolvimento do animal, pois € nesta fase que as primeiras relacdes sociais
sao formadas e o organismo esta sensivel aos diferentes estimulos e as modificacbes do
ambiente.

Neste trabalho metade dos filhotes de cada ninhada foram manipulados no ninho
(MN) e a outra metade dos filhotes foi manipulada fora do ninho (MF) em um novo
ambiente que representa um ninho novo construido com maravalha limpa. Todos os
filhotes foram tocados pelo experimentador por 3 minutos diarios nas duas primeiras
semanas de vida. Este procedimento permitiu-nos testar a hipdtese de que o aumento no
comportamento maternal como conseqiiéncia da manipulacdo neonatal dos filhotes no
ninho e fora do ninho induz as alteraces comportamentais classicamente estudadas nos
ratos adultos.

Nossos resultados mostram que a exposi¢cdo dos filhotes ao novo ambiente néo
altera o comportamento maternal entre os filhotes irmdos, mas provoca uma menor
inibicdo comportamental em machos no campo aberto, e diminui o comportamento sexual
em machos. Os machos MN e MF foram capazes de reconhecer a presenca de diferentes
intrusos quando testados no comportamento de memodria social, no entanto, os irmaos
MF mostraram uma menor reatividade ao estresse quando comparados aos irmaos que
permaneceram no ninho, pois a concentragdo plasmatica de prolactina foi menor nestes
animais quando mantidos em estresse por contencéao.

Portanto, a mae representa um componente primordial no desenvolvimento dos
filhotes, porém nao é o Unico. As alteracdes comportamentais resultantes da exposicédo ao
novo ambiente no periodo neonatal aparentemente independem da estimulacdo tactil dos
filhotes indicando que o ninho parece fornecer uma protecdo importante contra possiveis

alteracdes comportamentais nos animais adultos.
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INTRODUCAO

Respostas ao estresse

Os organismos, quando expostos a situacfes de ameacga e perigo, respondem
com uma série de respostas adaptativas, fisicas e mentais que se opde aos estimulos
estressores na tentativa de manter a homeostasia (CHROUSOS et al., 1992;
BATERSON et al., 2004).

Os principais componentes destas respostas adaptativas sao o eixo hipotalamo-
hipodfise-adrenal (HPA) e o sistema autondmico simpatico através da noradrenalina
(NA) (CHROUSOS et al., 1992; De VRIES et al., 2003; CHARMANDARI et al., 2005).

Quando o organismo esta submetido a uma situacao estressante, a resposta do
eixo (HPA) se faz através dos neurdnios do nucleo paraventricular (PVN) do
hipotalamo que sintetizam e secretam o horménio liberador de corticotrofina (CRH) e
arginina-vasopressina (AVP), que ao atuarem na hipo6fise anterior, promovem a
liberacdo do hormbnio adrenocorticotréfico (ACTH) e este por sua vez, estimula a
secrecao de glicocorticoides pelo cortex da adrenal (FRANCIS et al., 1996; TSIGOS &
CHROUSOS, 2002). Além disso, o estresse induz a ativacdo do sistema autbnomo
simpético promovendo a descarga periférica de noradrenalina nos terminais sinapticos
e pela camada medular da adrenal, importante para o organismo prover substratos
energéticos durante o estresse (KOPIN, 1995) através da ativacdo da lipdlise,
gliconeogénese e catabolismo de proteinas junto com os glicocorticéides circulantes.

O estresse induz a secrecdo de NA em todo o cérebro sendo que grande parte
desta noradrenalina central secretada em resposta ao estresse origina-se no Locus
Coeruleus (LC), que é extremamente sensivel a maioria dos estimulos estressantes
(MELIA & DUMAN, 1991; TSIGOS & CHROUSOS, 2002) e é um importante modulador

do eixo HPA.
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Além da secrecdo de NA e ACTH, a maioria das situacdes de estresse induz a
secrecdo conjunta de um hormdnio que responde prontamente aos estimulos
estressantes, a prolactina (PRL). Assim, a PRL pode ser considerada juntamente com o
ACTH, como um bom indice quantitativo das respostas ao estresse (ARMARIO et al.,

1986).

Periodo hiporresponsivo ao estresse

O periodo hiporresponsivo ao estresse no rato ocorre nas duas primeiras
semanas de vida, e € marcado por uma reducdo na capacidade de secretar ACTH e
corticosterona em resposta ao estimulo estressor (WALKER et al., 1993; PARK et al.,
2003; SCHMIDT et al., 2004).

A inabilidade para sintetizar e estocar ACTH e a imaturidade dos sistemas de
receptores de CRH representa uma possibilidade considerada por WALKER et al
(1986), de que a pituitaria neonatal seja incapaz de responder a liberacdo de CRH via
sistema porta hipotalamico hipofiséario.

Nos ratos os niveis de ACTH e corticosterona produzidos pela hipéfise nas duas
primeiras semanas ap0s parto sao muito baixos. Da mesma forma, a glandula adrenal
produz niveis muito baixos de hormonios corticosterdides, aumentando gradualmente
com a puberdade (WALKER et al., 1986). No periodo hiporresponsivo ao estresse, as
reacdes a estimulos ambientais sdo acompanhadas apenas por uma discreta elevacao
dos hormoénios da adrenal, ao contrario dos animais adultos (GOULD et al.,1994;

LEVINE, 1994).
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Estimulacdo neonatal

A estimulacdo neonatal tem sido utilizada h& algumas décadas como modelo
experimental para examinar 0sS mecanismos pelos quais variacdes precoces do
ambiente do animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem a
alteracdes comportamentais e neuroenddcrinas estaveis (LEVINE et al., 1967; LIU et
al., 1997).

A estimulacdo neonatal tem efeitos ao longo da vida, no comportamento e
reacdo ao estresse, afetando também o funcionamento do eixo hipotalamo-hipéfise-
gbnadas (PADOIN et al., 2001; GOMES et al., 1999).

Em ratos, a estimulacdo neonatal tipicamente consiste da “manipulacdo” pelo
experimentador dos animais por alguns minutos, em geral durante as duas primeiras
semanas de vida. Esse procedimento aparentemente ndo nocivo ao individuo tem
como conseqUéncia na vida adulta, uma série de altera¢cdes comportamentais e
enddcrinas que se caracterizam por uma diminuicdo da secrec¢ao de glicocorticoides
pela supra-renal, quando os animais sd0 expostos a novos estimulos estressores
(LEVINE, 1993; MEANEY et al., 1993).

Para explicar os efeitos comportamentais e endécrinos no animal adulto, de
uma estimulacdo realizada meses antes no periodo neonatal, € necessario hipotetizar
que aquela estimulacdo provoca uma alteracdo estavel, provavelmente plastica, no
sistema neuroendécrino ou em estruturas neurais que modulam o sistema
neuroendoécrino. Além dos esterdides adrenais, 0s gonadais podem afetar o
desenvolvimento do sistema nervoso em periodos criticos.

Os efeitos do estresse sobre os niveis de corticosterona de animais que foram
submetidos a estimulacdo neonatal sdo bem estudados (LEVINE et al., 1967; LEVINE,
1993; MEANEY et al., 1993; LIU et al., 1997). No entanto, as possiveis altera¢gbes que
podem ocorrer na secrecao de outros hormoénios sensiveis ao estresse nao foram

ainda completamente estudadas.
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Estudos em nosso laboratério mostraram que a estimulacdo tatil dos filhotes
nos primeiros 10 dias de vida causou alteracBes morfoldgicas estaveis que consistem
na diminuicdo no numero de neurdnios no LC em ambos os sexos (LUCION, 2003).
Além disso, verificou-se que em ratas a manipulacdo neonatal induziu uma reducao
significativa no niumero de neurdnios da regidao parvocelular do PVN, e um aumento na
densidade de neurdnios na area CAl do hipocampo (lado esquerdo). No entanto, os
experimentos nao revelaram efeitos da manipulacdo neonatal sobre os neurénios e
células gliais da amigdala (WINKELMAN-DUARTE, 2004). Porém, LUCION et al (1999),
verificou que na amigdala medial, a manipulacdo neonatal também promove uma
diminuicdo no nimero de neurénios das camadas 2 e 3 do cortex frontal aos 11 e 90
dias de idade em machos e fémeas.

Trabalhos prévios mostraram que estimulos estressantes durante os periodos
de diferenciacdo sexual do sistema nervoso central (pré-natal e logo apés o
nascimento) induzem a alteragfes estaveis que se manifestam pela diminuicdo do
comportamento sexual de machos e fémeas (WARD, 1972; PADOIN et al., 2001).

Nos ratos durante o periodo hiporresponsivo tanto as estimulacGes
aparentemente inofensivas quanto os estimulos estressores induzem a alteracfes
endécrinas e comportamentais (LEVINE, 1994) na idade adulta. Esses efeitos,
poderiam ser devidos a acgéo direta da manipulacdo ou associado ao comportamento
maternal, em que a mée estimula com mais intensidade os filhotes que sé&o
manipulados (LUCION, 1996).

Ratos que foram manipulados durante o periodo neonatal apresentam uma
diminuicdo do medo, ou seja sdo mais ativos aumentando a atividade exploratoria e
defecam menos quando expostos a ambientes novos (FERNANDEZ-TERUEL et al.,
1991). Animais manipulados ou submetidos a estimulos aversivos (luz, som e frio)
quando expostos ao campo aberto na presenca de um predador natural como o gato,
mostraram uma diminuicdo da ansiedade frente ao predador durante e apds a

presenca do mesmo (PADOIN et al., 2001).
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Ratos que foram somente expostos a um ambiente novo no periodo neonatal
durante 3 minutos quando testados aos 23 dias de idade apresentaram também uma
menor inibicdo comportamental no campo aberto que é dependente do sexo, ou seja,
os machos apresentam uma maior atividade exploratdria em relacdo as irmas fémeas.
No entanto os animais que permaneceram no ninho sem romper o vinculo familiar
apresentaram resultados opostos, ou seja, quando comparados entre si, as fémeas
apresentaram uma maior atividade em relagdo aos machos irmaos testados no campo
aberto (TANG et al., 2003 a).

O procedimento no qual metade dos filhotes de cada ninhada foram expostos
durante 3 minutos a um novo ambiente com maravalha limpa no periodo neonatal,
mostrou que a simples retirada dos filhotes do convivio familiar € um estimulo
suficientemente intenso para promover uma reducdo na reatividade emocional nestes
animais, evidenciando que a estimulacao tactil dos filhotes e a separacdo maternal
nado foram necessarias para promover estas respostas de diminuicdo do medo nestes
animais (TANG, 2001).

O procedimento de retirar metade dos filhotes do ninho e expor em um novo
ambiente também promove nestes animais um aumento no aprendizado no labirinto
aquatico de “Morris”, aumento ao longo do tempo na preferéncia ao odor de
recompensa (TANG, 2001), aumento na memdria de reconhecimento social (TANG et
al., 2003; REEB & TANG, 2005), aumento na modulacdo da transmissao sinaptica,
menores niveis basais de corticosterona (ZOU et al., 2001) e aumento na plasticidade
sinaptica em relacdo aos irmaos que permaneceram no ninho (TANG & ZOU, 2002).

Animais manipulados nas 3 primeiras semanas de vida mostraram um aumento
na concentracdo de receptores glicocorticéides no hipocampo (MEANEY et al., 1985 a)
e postula-se que as diferencas enddcrinas entre animais estimulados e néo
estimulados ocorram devido a essa diferenca (MEANEY et al., 1993; SAPOLSKY,

1994). Ja nos primeiros dias de vida do animal, a concentracdo de receptores
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glicocorticoides no hipocampo esta relativamente baixa, em torno de 20% quando
comparado ao individuo adulto (CLAYTON et al., 1977; MEANEY et al., 1985 b).

Ratos manipulados apresentam uma menor secregdo de corticosterona quando
comparados aos ratos ndo manipulados. Sabe-se que ratos manipulados na infancia
tém uma resposta menor da adrenal na secrecdo de glicocorticéides em situactes de
estresse quando testados na idade adulta e além disso, o retorno desses hormdnios
aos niveis basais ocorre mais rapidamente em animais manipulados comparados aos
ndo manipulados (LEVINE et al., 1993; MEANEY, 1993).

Contudo, os niveis basais de corticosterona de animais manipulados e nao-
manipulados nédo diferem entre si quando adultos. As diferencas entre eles parecem
ser devidas a uma sensibilidade diferencial do sistema nervoso central ao mecanismo
de retroalimentacdo negativa do eixo HPA (LEVINE, 1994). Postula-se que a menor
reatividade a estimulos estressores na vida adulta de animais estimulados na infancia
seria devida a uma alteracdo permanente de estruturas do sistema nervoso central

que modulam a atividade do eixo HPA (MEANEY et al., 1994; LIU et al., 1997).

Separacao Maternal

Os modelos de separacdo maternal consistem em afastar os filhotes da méae
por um periodo que pode variar de 1 a 6 horas por dia, durante os primeiros dias apo6s
0 nascimento ou por uma unica vez com a privacdo materna continua por 24 horas em
um determinado dia entre o nascimento e o desmame (PLOTSKY & MEANEY, 1993;
WIGGER & NEUMANN, 1999; SWANSON et al., 1984).

Periodos longos de separacdo maternal que variam de 1, 3, 6 e até 24 horas
podem alterar as vias de respostas ao estresse, uma vez que a mae é a primeira
ligagdo entre o filhote e o meio ambiente (FRANCIS & MEANEY, 1999 a e b). Os ratos

que sofreram a separacdo maternal periddica respondem mais intensamente a um
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estimulo estressante quando adultos (PLOTSKY & MEANEY, 1993). Estes resultados
sao confirmados por WIGGER E NEUMANN (1999), em ratos adultos (4 a 5 meses),
que sofreram 3 horas de separacdo maternal didrias nas duas primeiras semanas de
vida.

Em geral, animais que foram afastados da made no periodo neonatal
apresentam menor atividade no campo aberto (OGAWA et al., 1994). Quando adultos,
0s animais privados do contato maternal mostraram aumento nos comportamentos
relacionados com ansiedade. BIAGINI et al. (1998), observaram que os ratos
separados por 5 horas por dia do 2° ao 6° dia pés-parto apresentaram, quando
adultos, maior secrecdo de corticosterona apés uma sessdo de estresse. Estes ratos
também apresentaram uma menor quantidade de receptores de glicocorticoides
ativados na area CA1 no hipocampo ap6s o estresse (VAN OERS et al., 1998). Apo6s 24
horas de privacdo maternal e logo apés um estresse agudo, o nivel de ACTH e de
corticosterona plasmatica em filhotes de 6 e 12 dias é significativamente mais alto do
que aqueles que ficaram com a mée antes do estresse (DENT et al., 2000).

Sabendo-se que o0s receptores para glicocorticoides no hipocampo estédo
relacionados com a retroalimentacdo negativa da resposta ao estresse, entdo a
separacao periddica no periodo neonatal pode causar uma diminui¢do da eficacia do
controle adrenocortical do eixo HPA quando adultos.

Ratos machos adultos separados da mae por 6 horas diarias no periodo
neonatal apresentaram comportamento sexual reduzido além de uma laténcia maior
em montar na fémea receptiva (RHEES et al., 2001).

Estes dados indicam que a separacdo da mé&e na infancia faz com que os
adultos parecam ter mais medo em um ambiente novo, como o campo aberto ou o
labirinto em cruz elevado (WIGGER & NEUMANN, 1999; OGAWA et al., 1994). Ao
contrario, a breve estimulagcdo durante 3 a 15 minutos faz com que apresentem

menos medo em ambientes novos.
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Segundo SCHANBERG & KUHN (1995), importantes alteracdes bioquimicas em
filhotes de 10 dias estdo relacionadas a privacdo do contato maternal, pois diminuiu
em quase a metade a concentracdo plasmatica do hormdnio do crescimento (GH)
quando comparados ao controle. Mas o GH sérico tende a voltar ao normal se os
filhotes forem gentilmente escovados durante a separacao (LEVINE, 2001). Além disso
apresentaram uma maior expressdo em células hipotalamicas e hipocampais do fator
de crescimento neural (NGF) apés um periodo longe da mae, que variava de 1 a 3
horas (CIRULLI et al., 2000).

Ratos recém-nascidos afastados da mée por um periodo de 24 horas, mantidos
na temperatura do ninho, mas sem alimentacdo mostraram alteracdes ao longo do
desenvolvimento, com o retardo na abertura dos olhos, no aparecimento dos pélos e

na abertura vaginal (SWANSON et al., 1984).

Comportamento maternal e a relacdo méae-filhote

Em mamiferos, incluindo roedores, primatas e humanos, a mae é a fonte que
garante o alimento para os filhotes e mais que isto, uma complexa interacdo nesta
relacdo estd envolvida além da necessidade nutricional, afinal € a mée que provém a
temperatura essencial dos filhotes no ninho, mantém-se atenta aos estimulos visuais,
olfatérios e auditivos em relacdo a ninhada por um extenso periodo no
desenvolvimento poés-natal (PRYCE & FELDON, 2001).

Os filhotes de ratos, assim como a maior parte dos roedores nascem altriciais,
isto é, sdo parcialmente imdveis, desprovidos de pélos, surdos e cegos, incapazes de
se locomover e de regular sua temperatura. Perto da data do parto, a mae inicia uma
sequéncia de mudancas comportamentais que visam receber adequadamente os

filhotes. Ela muda seus padrdes de limpeza corporal, levando mais tempo na regido
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mamaria e, alguns dias antes do parto, ela constr6i um ninho com o substrato
disponivel (TODESCHINI, 2002).

As variagbes no cuidado maternal tém sido utilizadas como uma influencia
critica no desenvolvimento do individuo. Em ratos, as variagdes no comportamento
maternal, particularmente o comportamento de lamber e limpar (licking/grooming) os
filhotes sdo os responsaveis por regular o desenvolvimento das respostas endécrinas,
emocionais e cognitivas em resposta ao estresse (MACRI et al., 2004; CHAMPAGNE et
al., 2003; PRYCE et al., 2000; CALDJI et al., 2000; LIU et al., 1997; DENENBERG,
1962; VAN DER OERS et al., 1998; PLOTSKY & MEANEY, 1993).

Nos ratos, o comportamento maternal ocorre com maior frequéncia nos
primeiros dez dias ap6s o parto (GROTA & ADER, 1969; 1975) principalmente na fase
clara nas primeiras horas do dia (CHAMPAGNE et al., 2003) e diminui a partir dai.
Depois de duas semanas do nascimento h& um declinio gradual dos cuidados
maternos, até que ocorra a rejeicdo dos filhotes pela mée no desmame (REISBICK et
al., 1975), que ocorre aproximadamente aos 28 dias de vida.

Ap6s o parto, a rata lactante se engaja em manter uma série de
comportamentos com os filhotes. Muitos cuidados ocorrem a partir de estimulos
originados pelos filhotes. A mae fica a maior parte do tempo sobre os filhotes para
manté-los aquecidos (GROTA E ADER, 1969). Além disso, as maes mantém-se por
cima dos filhotes com uma postura arqueada fazendo com que as mamas fiquem mais
expostas e facilitando a ejecao do leite pelo estimulo de succ¢éo dos filhotes ou fazendo
a limpeza corporal e lambendo o filhote (STERN & JOHNSON, 1990).

Ao testarem o comportamento maternal de lactantes com filhotes mortos e
vivos, Stern & Johnson (1990), observaram que os filhotes devem estar quentes,
serem ativos e emitirem vocalizacdo para que a mae apresente postura cifética de
amamentacao.

O comportamento de lamber os filhotes € um importante estimulo tactil que

pode influenciar no desenvolvimento social de machos e fémeas adultos (BIRKE &
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SADLER, 1987; MOORE, 1992), e também influencia o comportamento maternal
futuro, pois em fémeas que no periodo neonatal receberam maior quantidade de
lambidas ficardo mais tempo com os filhotes e cuidardao mais destes quando forem
maes (FRANCIS et al., 1999).

A manipulacdo neonatal por sua vez representa uma intervencdo feita na
relacdo mae-filhote. Em ratos, este procedimento consiste usualmente em afastar os
filhotes do ninho por 3 — 15 minutos, em que neste caso a manipulagdo nao
representa uma privacdo materna, visto que ao longo do dia as mées normalmente
ficam longe do ninho por periodos maiores entre 20 e 25 minutos (CALDJI et al.,
1998). Esta intervencdo pode incluir ou ndo a estimulacdo tatil dos filhotes pelo
experimentador ao tocar gentilmente os filhotes geralmente durante as duas primeiras
semanas de vida do animal durante o periodo hiporresponsivo ao estresse.

Estudos realizados sobre a interacdo méaes e filhotes, mostraram que as fémeas
que tinham seus filhotes manipulados aumentavam a frequéncia de lamber os filhotes
(TODESCHINI, 2002) quando comparadas as fémeas com filhotes ndo manipulados,
evidenciando que esse comportamento pode ser regulado por essa interacdo mée-
filhote, pelo fato de que a manipulacdo neonatal aumenta a vocalizacdo ultra-sbnica
em filhotes, gerando um aumento do cuidado com os mesmos (DONG et al., 1997). As
méaes de filhotes manipulados lambem mais seus filhotes do que méaes de filhotes nédo
manipulados (LEVINE, 1991).

Os filhotes adultos de ninhadas que tiveram um comportamento maternal de
cuidado maior durante os 10 primeiros dias de idade, tiveram uma reducdo do
horménio adrenocorticotréfico no plasma, com aumento de receptores para
glicocorticéides no hipocampo, com aumento da sensibilidade na retroalimentacdo dos
glicocorticoides e diminuicdo dos niveis de hormonio liberador corticotréfico (DONG et
al., 1997).

Os trabalhos prévios de FRANCIS et al. (1999a); CALDJI et al. (1998); LIU et

al. (1997), mostram que as maes apresentam diferencas no comportamento de
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lamber os filhotes e de amamentacdo com dorso arqueado nos primeiros dias pos-
parto.

FRANCIS & MEANEY (1999), testaram modelos experimentais de estimulacédo
tactil dos filhotes e a exposicdo a um novo ambiente por um periodo de 12 a 15
minutos. Estes procedimentos condizem com os modelos de estimulagdo neonatal no
qual um breve periodo (3 a 15 minutos) de separacdo diaria dos filhotes do contato
materno esta envolvido. Nestes experimentos verificaram que o cuidado maternal das
ninhadas contribui ativamente para o desenvolvimento normal dos sistemas neurais
que medeiam as respostas ao estresse e que aparentemente a auséncia da maéae
rompe o desenvolvimento natural desses sistemas. Neste mesmo trabalho (FRANCIS &
MEANEY, 1999), evidenciam que a manipulacdo neonatal se caracteriza por romper a
rotina do convivio familiar, ou seja, rompe a interacdo mae-filhote nos breves
intervalos em que a méae e os filhotes sdo separados.

LIU et al. (1997), verificaram que quando os filhotes sdo manipulados suas
maes aumentam o cuidado da ninhada por apresentarem uma frequéncia e duracéo
de lambidas e limpeza (licking/grooming) maior de seus filhotes, comparadas as méaes
de ninhadas ndo manipuladas. No entanto, o tempo total de permanéncia em contato
com os filhotes foi o mesmo entre as maes de filhotes manipulados e nao
manipulados. Se o0 cuidado materno desempenha um papel critico para o
desenvolvimento de um individuo normal, entender como as variacdes no cuidado
materno se refletem nos padrdes de respostas comportamentais e neuroendécrinas
nos animais adultos e qual o papel que desempenha para o desenvolvimento dos
individuos tem nos despertado grande interesse.

Curiosamente, FRANCIS et al. (1999b); CALDJI et al. (1998); LIU et al. (1997)
ao analisar uma populacéo inteira de ratos observaram que naturalmente ha maéaes
muito cuidadosas e méaes que cuidam pouco seus filhotes e o pardmetro adotado para
analisar estas méaes foram os comportamentos de lamber, limpar os filhotes e de

dorso arqueado. Portanto, hd maes que sem nenhum estimulo aplicado pelo
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experimentador na ninhada, cuidam mais de seus filhotes lambendo-os, limpando-os
ou fazendo dorso arqueado.

Considerando esta caracteristica natural e peculiar de cada rata primipara, apés
o parto, de ser uma mée cuidadosa ou pouco atenciosa para sua hinhada,
(CHAMPAGNE et al., 2001) passou-se a estudar as possiveis variacbes no
comportamento maternal e surpreendentemente verificaram que as variacdes naturais
que ocorrem no cuidado maternal influenciam o desenvolvimento neural das ninhadas
subsequentes e estas variacfes sdo transmitidas da mae para as filhas. Além disso,
quando as ratas virgens filhas de médes muito cuidadosas sdo constantemente
expostas ao contato de filhotes neonatos, estas ratas apresentam uma inducao do
comportamento maternal mais rapidamente que ratas virgens filhas de mées pouco
cuidadosas, 0 que nos sugere que além das caracteristicas comportamentais de
cuidado com a prole, ha uma diferenca na responsividade da fémea para o
comportamento maternal.

Ninhadas oriundas de mées muito cuidadosas apresentaram aumento na
densidade sinaptica no hipocampo e melhor desempenho no aprendizado e memoéria
espacial (BREDY et al., 2003; LIU et al., 2000). Porém, nos experimentos em que 0s
filhotes de maes pouco cuidadosas, foram adotados por maes muito cuidadosas,
verificou-se que quando estes animais foram testados na idade adulta, apresentaram
0s mesmos padrdes comportamentais dos filhotes biolégicos destas méaes muito
cuidadosas, ou seja, agiram como se nao fossem adotados, indicando que ha um fator
nao genético na transmissao destas caracteristicas e possivelmente seja pelo estimulo
tactil da mde em lamber a regidao anogenital e o corpo dos filhotes e esse estimulo é
muito importante para o desenvolvimento normal da maioria dos mamiferos (FRANCIS
et al., 1999).

Apesar dos fatores genbmicos serem importantes para o comportamento
maternal em geral, alguns pesquisadores (CHAMPAGNE et al., 2001; CALDJI, 1998,

2000;) tém mostrado evidéncias ndo genbmicas bastante consistentes para a
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transmisséo das diferengcas no comportamento maternal de ratas. Entre as evidencias,
podemos citar o experimento no qual filhas biolégicas de méaes pouco cuidadosas
foram criadas por maes muito cuidadosas. Estas ratas quando expostas a um novo
ambiente, apresentam menos medo. Além disso, essas fémeas quando foram maes,
apresentaram uma postura de cuidado dos filhotes semelhantes as méaes naturalmente
mais cuidadosas. Isso mostra que o comportamento maternal tem um efeito que se
mantém, ou seja, apresenta um perfil padrdo nas respostas de medo ou ansiedade
nos animais adultos e na transmissao das caracteristicas maternais de cuidado com a
prole da mae em relacdo as filhas biolégicas ou de criacdo (CHAMPAGNE & MEANEY,
2001).

Os estudos com a manipulagdo neonatal incluem desde a estimulagao tactil dos
filhotes por 1 a 15 minutos, a exposicdo a um novo ambiente por 3 a 15 minutos ou
somente a breve separacdo materna por 15 min diarios normalmente nas duas
primeiras semanas de vida. Nestes modelos experimentais, a intervencdo na relacdo
méae-filhote reduz a ansiedade em ratos quando adultos, atenua a secrecdo de
corticosterona em resposta ao estresse e melhora o desempenho em testes cognitivos
(DARNAUDERY et al., 2004).

Varios autores (FRANCIS et al., 1999; LIU et al., 1997) observaram que a
manipulacdo neonatal (estimulacdo tactil dos filhotes) altera o comportamento
maternal evidenciado pelo aumento na frequéncia de amamentacdo com dorso
arqueado e na frequéncia de lamber os filhotes. Além disso, a manipulagcdo neonatal
causa uma intervencdo na relacdo mae-filnote por promover breves intervalos na
rotina da méae, quebrando o vinculo com os filhotes repentinamente. Esses curtos
episddios em que os filhotes sdo manipulados fazem com que a mae além de lamber,
permaneca por mais tempo em contato, com seus filhotes (CHAMPAGNE & MEANEY,
2001).

Ha algumas décadas o estudo da interacdo mae-filhote intriga muitos

pesquisadores e os experimentos normalmente sdo realizados com a estimulacdo
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neonatal dos filhotes ou pela privacdo materna. Estes estimulos variam desde a
manipulacdo neonatal que pode ser estimulo téatil, a separacdo breve dos filhotes do
contato com a méde ou mesmo a exposicao dos filhotes a fontes de som, luz ou frio.

Em todas as situacbes a hipotese era de que os animais que foram
manipulados no periodo neonatal tinham mées que aumentavam o cuidado maternal
em resposta ao aumento na vocalizacdo dos filhotes e LEVINE (1991) ja4 mostrava
esses resultados quando verificou que as mées de filhotes manipulados lambem mais
seus filhotes do que maes de filhotes ndo manipulados. Além disso, esses animais
quando adultos apresentavam um padrdo de respostas similares aos animais que
tiveram maes naturalmente muito cuidadosas.

O procedimento da estimulagdo neonatal tem sido repetidamente demonstrado
como um dos principais fatores responsaveis pela menor reatividade ao estresse nos
animais adultos, porém tem-se que reconhecer que o procedimento da manipulacdo
neonatal envolve trés componentes (estimulacdo tactil dos filhotes pelo
experimentador, separacdo da mae pois a mae é retirada da caixa residéncia durante
0 procedimento e a exposicdo dos filhotes a um ambiente ndo familiar).

Tang (2001), recentemente desenvolveu um novo modelo chamado “exposicao
neonatal a novidade” ou seja, exposicdo dos filhotes a um ambiente novo que
representa o ninho porém com maravalha limpa. Este modelo isola os trés
componentes citados anteriormente e como resultado desta modificacdo
procedimental do modelo descrito por S. Levine ha algumas décadas a breve
exposicdo durante 3 minutos a um novo ambiente durante as trés primeiras semanas
de vida do animal foram suficientes para reduzirem a reatividade emocional desses

animais na idade adulta (Tang, 2001; Tang et al., 2003a).
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JUSTIFICATIVA

Sabe-se que no periodo neonatal o organismo esta muito sensivel aos
estimulos ambientais e que é nesse periodo que as primeiras relacfes sociais sédo
formadas.

H& muitos anos tém-se despertado grande interesse em compreender quais 0s
fatores do ambiente neonatal e como esses fatores interferem no comportamento e na
fisiologia do animal durante a vida. Dentre os vérios fatores, sabe-se que as
intervencdes na relacdo mae filhote induzem a variacdes no comportamento maternal
e que essas variacbes sdo consideradas como o principal mediador das respostas
comportamentais e neuroendoécrinas dos animais quando adultos.

Portanto, testamos a hipétese de que sao as alteracdes do comportamento
maternal que induzem as altera¢gdes comportamentais observadas nos ratos na idade
adulta ou se somente a saida do convivio familiar pela exposicdo dos filhotes ao novo

ambiente, alteram o comportamento dos animais na idade adulta.
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OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos do comportamento maternal de ratas cujas ninhadas
no periodo neonatal tiveram metade dos filhotes manipulados no ninho,
enquanto a outra metade dos filhotes foram manipulados fora do ninho; e
também verificar quais os possiveis efeitos que a exposicdo ao ambiente novo
promoveria nas respostas comportamentais e enddécrinas em ratos machos

adultos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o comportamento maternal de ratas cujas ninhadas tiveram
metade dos filhotes foram manipulados no ninho, e a outra metade dos filhotes

foram manipulado fora do ninho no periodo neonatal.

Analisar o comportamento no campo aberto de ratos machos adultos

que foram manipulados no ninho ou fora do ninho no periodo neonatal.

Analisar o comportamento sexual de ratos machos adultos que foram

manipulados no ninho ou fora do ninho no periodo neonatal.

Analisar o comportamento de memdria social de ratos machos adultos

que foram manipulados no ninho ou fora do ninho no periodo neonatal.

Analisar a concentracdo plasmatica de prolactina em resposta ao
estresse de contencdo de ratos machos adultos que foram manipulados no

ninho ou fora do ninho no periodo neonatal.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas ratas Wistar prenhas provenientes do biotério do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Estas ratas foram entdo colocadas individualmente em caixas de acrilico
transparente (40x33x25cm). O dia do parto foi rigorosamente controlado. No dia
seguinte ao nascimento, as ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes e aos 21 dias
de vida os animais foram desmamados e os machos foram mantidos em caixas num
ambiente com temperatura controlada (22 + 1 ©C) e ciclo claro-escuro alternados a

cada 12 horas (inicio do ciclo claro as 6:00), com agua e racgdo “ad libidum”.

Intervencgdes na relacdo mae-filhote no periodo neonatal

Durante as duas primeiras semanas de vida, metade dos filhotes foram
individualmente expostos em um ambiente novo (durante a manipulacdo neonatal)
enquanto a outra metade da ninhada que permaneceu no ninho também foi
manipulada. No dia 1 poés-parto, metade dos filhotes de cada ninhada foi
cuidadosamente marcada e manipulada no ninho (dentro da caixa residéncia)
enquanto a outra metade dos filhotes da ninhada foi marcada e manipulada no
ambiente novo (fora da caixa residéncia).

De acordo com a Figura 1, primeiramente as maes foram retiradas da caixa
residéncia. Os filhotes manipulados no ninho (MN) e os filhotes manipulados fora do
ninho (MF) foram identificados examinando as marcas no corpo que foram feitas com
uma caneta de marcacao cirdrgica a base d’agua “Codman Pen” (Johnson e Johnson).

Depois de identificados, cada filhote que foi exposto ao ambiente novo foi colocado
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em uma caixa nova com maravalha limpa e subsequentemente retornou a caixa
residéncia junto aos irmdos no ninho. Durante esta transferéncia, cada filhote que
saiu do ninho também foi manipulado junto com o irmdo correspondente que
permaneceu no ninho. Portanto todo o procedimento foi feito com duplas de filhotes
(1 manipulado no ninho e outro manipulado fora do ninho durante a exposicdo ao
ambiente novo). Cada dupla de filhotes recebeu o mesmo tempo de estimulacdo tactil
pelo experimentador que foi de 3 minutos. O procedimento terminava apds todas as
duplas de filhotes sofrer as intervencBes descritas previamente, quando entéo

imediatamente a mae retornava para a caixa residéncia (TANG et al., 2003; TANG &

REEB, 2004).
MN MNMN MN MN MN MN MN MN MN MN MN
MFMFMFMF | MNMNMNMN T MFMFMFMF [ MFMFMFMF
MAE A A A A MAE
2 3
vV V. v Y
1 MF MF MF MF
4
MAE
15 minutos
Tempo total

Figura 1. llustracdo do desenho experimental das intervenc¢des na relacdo mae-
filhote: (1) A mae foi retirada da caixa residéncia e colocada em uma caixa ao lado;
(2) Cada dupla de filhote foi manipulada por 3 minutos; os filhotes (MN) foram
manipulados no ninho e os filhotes (MF) foram manipulados fora do ninho. (3) Apés a
manipulacdo os filhotes (MF) retornavam ao ninho. (4) Ao final de todo o
procedimento de manipulacdo a mae foi devolvida junto a ninhada na caixa
residéncia. O procedimento da manipulacdo teve duracdo de 3 minutos e se repetiu
por 4 vezes nos primeiros 10 dias de vida dos filhotes até que todas as duplas de
filhotes fossem manipulados. Todo o procedimento experimental teve duracdo de 15
minutos (TANG, 2001; TANG et al., 2003; TANG & REEB, 2004).
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Protocolos Experimentais

Experimento |

Comportamento maternal

As ninhadas que sofreram as intervencdes no periodo neonatal tiveram o
comportamento maternal observado nos dias 1, 5 e 10 pds-parto.

A caixa residéncia foi levada para uma sala com temperatura de
aproximadamente 22°C onde permaneceram por um periodo de 20 minutos para
adaptacdo ao novo ambiente. Imediatamente apds metade (n=4) dos filhotes de cada
ninhada sofrer as intervencdes descritas anteriormente iniciou-se a observacdo do
comportamento maternal entre 9 e 12 horas da manha (Figura 2).

Durante o registro do comportamento maternal observou-se a frequéncia e
duracdo de lamber os filhotes.

O experimentador avaliou visualmente e anotou os comportamentos da rata
lactante, sendo que cada comportamento observado foi cronometrado.

Os dados foram tabulados em uma planilha para posterior comparacdo do
cuidado maternal entre os filhotes irm&os manipulado no ninho e manipulado fora do

ninho.
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Intervencgdes na relagédo
mae-filhote

20 min. 18 min. | 30 min. |

(ambientacéo | Observacdo do comportamento|
maternal. Dias 1, 5 e 10 pés-parto

Manipulacdo ¥ dos filhotes no ninho
Manipulacdo ¥ dos filhotes fora do ninho

Figura 2. Procedimento do registro do comportamento maternal

Experimento 11

Campo aberto

Todos os machos manipulados no ninho e manipulados fora do ninho descritos
anteriormente, que sofreram as interven¢des no periodo neonatal foram registrados
no campo aberto na idade adulta entre 90 e 120 dias de idade. O niumero de animais
de cada grupo foi de n=15.

O campo aberto consiste em uma caixa de 1,0 m? com paredes de 50 cm de
altura e sua base dividida com linhas brancas perfazendo um total de 25 quadrantes
(16 laterais e 9 centrais) de acordo com a figura 3.

A filmagem do comportamento (Figura 4) consiste no registro em video dos
ratos machos durante 5 minutos, e somente um rato por vez foi filmado no campo

aberto. Os ratos machos foram levados para a sala de registro onde permaneceram
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20 minutos para ambientacdo. Antes de cada registro comportamental, os ratos
machos foram colocados em um canto do campo aberto sorteado aleatériamente.

As fitas foram analisadas com auxilio do software “The Observer”
especialmente desenvolvido para analises comportamentais, no caso para contagem
de frequéncia, duracéo e laténcia de cada comportamento.

Os seguintes parametros comportamentais foram analisados: frequéncia e
duracdo da locomocdo total, frequéncia e duracdo da locomocdo nos quadrantes
centrais e a laténcia de entradas no centro do campo aberto.

A frequéncia representa o numero total de vezes que o animal realizou cada
comportamento durante cada registro, ndo considerando portanto a locomoc¢ao entre
cada quadrante. A laténcia consiste no tempo em segundos transcorrido desde o inicio
da sessdo até a primeira vez que o comportamento analisado ocorreu. A duracao é o

somatério da ocorréncia de um comportamento especifico.

Figura 3. Campo aberto
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O macho adulto é
colocado na lateral
do campo aberto

20 min. 5 min.
SN EEEEEEEEEEEEEEESN | |
Ambientacdo na Analise do registro
sala de registro comportamental

Registro do comportamento
no campo aberto

Figura 4. llustracdo do protocolo para o registro do comportamento no campo

aberto.

Experimento 111

Comportamento sexual

Os animais machos manipulados no ninho e manipulados fora do ninho tiveram
0 registro do comportamento sexual na idade adulta entre 90 e 120 dias de idade. O
nuamero de animais para cada grupo foi de n=12.

Os registros da atividade sexual foram realizados nas caixas de observacao a
partir das primeiras horas do periodo escuro, que iniciava sempre as 18:00 horas.
Primeiramente, os machos foram retirados da caixa residéncia e levados para a sala
de registro comportamental onde permaneciam por um periodo minimo de 1 hora para
adaptacdo ao novo ambiente antes do inicio do experimento de acordo com RASIA-
FILHO (1994).

Apo6s este procedimento o animal foi colocado na caixa de observagdo por um
periodo de 10 minutos para adaptacdo a este ambiente. Esta caixa tinha a parede

frontal de vidro transparente permitindo a visualizacdo completa dos animais no seu
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interior. Transcorridos 10 minutos, a fémea previamente ovariectomizada e induzida a
receptividade sexual com estrégeno e progesterona (doses hormonais e protocolos
descritos adiante) foi colocada junto ao macho iniciando-se imediatamente a sessao
de registro do comportamento sexual (filmadora e video) com duragdo de 30 minutos
(Figura 4).

Os comportamentos estudados foram a frequéncia e duracdo de cheirar os
genitais: o macho se aproximava e fazia exploracdo olfativa da regido genital da
fémea; a frequéncia de montas (com e sem intromissdes): o macho colocava suas
patas dianteiras no dorso da fémea e além da monta podia ou nao realizar
movimentos pélvicos ritmados e introduzir o pénis na vagina da fémea, encerrando
esse comportamento com movimento vigoroso de “desmonta” da fémea; a laténcia de
ejaculacdo: tempo decorrido desde a primeira intromissdo até a ocorréncia da
ejaculacao; a duracdo do periodo refratario: quando os animais, apds a ejaculacao,
permaneciam sexualmente inativos até que ocorresse uma nova monta com ou sem
movimentos pélvicos ou intromissao.

Os critérios para o término da sessédo de registro, de acordo com Rasia-Filho &
Lucion (1996) foram: 30 min, apds a introducédo da fémea, caso os machos exibissem
intromissdo mas nao alcancassem a ejaculagcdo, ou quando acabava o periodo
refratario pds-ejaculacdo mesmo depois de transcorridos 30 min. de registro.

As fitas foram analisadas utilizando o software “The Observer” para contagem

de frequéncia, duracéo e laténcia dos comportamentos analisados.

Inducdo da receptividade sexual

Aproximadamente 20 dias antes do experimento as fémeas foram

ovariectomizadas e antes de serem colocadas junto aos machos, tiveram a reposicao

hormonal com estradiol (Benzo-ginoestril ap®, SARSA), na dose de 5ug/0,2 mL/rata



37

48 horas antes do teste e no dia do teste repetiu-se a mesma dose de estradiol
conjugado com progesterona (Progesterone, Sigma), na dose de 25 mg/0,2 mL/rata

as 11 horas da manha.
A fémea receptiva é

introduzida na caixa
junto com o macho

10 min. B | 30 min. |

Ambientacéo na sala de registro | Registro do comportamentoI
sexual

Ambientacéo do macho
na caixa de registro

Figura 5. llustracdo do protocolo para o registro do comportamento sexual dos

machos.

Figura 6. Comportamento sexual de machos. Em (1) o macho realiza uma monta na
fémea. Em (2) temos uma monta na fémea com movimentos pélvicos mas sem
intromissdo peniana. Em (3) o macho realiza monta com intromissdo peniana e com
movimentos pélvicos e em (4) o macho esta limpando os genitais apds a intromissao;
notar que durante e logo apdés a monta e/ou intromissdo do macho, a fémea

permanece em posicdo de lordose. A posicdo de lordose é um dos principais

indicativos de que a fémea esta receptiva ao macho e apta a realizar o

comportamento sexual.
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Experimento 1V

Comportamento de memoaria social

Os filhotes manipulados no ninho e manipulados fora do ninho tiveram o
comportamento de interacdo social registrado na idade adulta entre 90 e 120 dias de
idade. O numero de animais para cada grupo foi de n=12.

Primeiramente, os machos foram retirados da caixa residéncia e levados para
a sala de registro comportamental onde permaneciam por um periodo minimo de 1
hora para adaptacdo ao novo ambiente antes do inicio do experimento. Todos os
registros foram realizados apds uma hora de inicio da fase escura.

O experimento consistia em analisar os machos adultos expostos a um macho
juvenil (intruso) com idade de aproximadamente 25 dias. O macho juvenil foi colocado
na caixa do rato adulto e registrava-se o comportamento de reconhecimento e
investigacdo social durante 2 minutos num total de 5 registros. Apés cada registro, o
rato juvenil foi retirado da caixa do rato adulto, e colocado em uma caixa com agua e
comida a vontade, por um intervalo de cerca de 18 minutos entre um registro e outro.
Durante os 4 registros seqlienciais, o animal experimental foi apresentado ao mesmo
juvenil e no quinto registro foi inserindo um juvenil desconhecido, também por 2
minutos (Figura 7).

Durante o teste, foram observados os comportamentos do adulto de cheirar e
perseguir 0s juvenis e para cada comportamento, foram consideradas a frequéncia e a
duracdo de cada comportamento.

Os registros foram feitos em duas fases. A primeira fase consistia no registro
de animais experimentais adultos e virgens. No dia seguinte ao primeiro registro, os
mesmos animais foram expostos a uma fémea receptiva (idem protocolo do
experimento 03 para ovariectomia e inducdo da receptividade sexual) para adquirirem

experiéncia sexual. Transcorridos uma semana ap0s a exposicdo a fémea receptiva os
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machos sexualmente experientes tiveram novamente o registro do comportamento de
reconhecimento e investigacdo social avaliado ao serem expostos ao macho juvenil.

Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos isolados nas caixas.

R1 a R4 intruso juvenil 1

R5 intruso juvenil 2

18:00 hrs 60 min. R1 R2 R3 R4 R5

Ambientacdo 2 min 2 min 2 min 2 min 2 min

18 min. de intervalo entre
cada registro de 2 min.

Figura 7. llustracdo do protocolo para o registro do comportamento de
reconhecimento e interacdo social de machos adultos expostos ao intruso juvenil. O

procedimento foi usado para os machos antes e ap6s adquirirem experiéncia sexual.
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Experimento V

Reatividade ao estresse de contencéao

Ratos machos manipulados no ninho e manipulados fora do ninho tiveram a
veia jugular externa canulada aos 90 dias de idade e posteriormente foram

submetidos a um estresse por contencao.

Canulacéo da Veia Jugular

Os ratos machos foram anestesiados com solucdo de tribromoetanol (Aldrich
Chem. Inc.) 2,5 % em salina com uma injecédo intraperitoneal. A dose utilizada foi
1mL/100g de peso corporal.

Ap6s o animal estar anestesiado, seguindo a técnica de HARMS & OJEDA
(1974) a veia jugular externa foi exposta e uma canula de silicone foi introduzida com
uma agulha de implantacdo. A cénula foi suturada no musculo peitoral maior e a
parte livre da canula foi externalizada no pesco¢o, na regido dorsal um pouco abaixo
das orelhas. A canula foi mantida com solucéao fisiolégica até o momento da coleta de

sangue.

Coletas de Sangue

Apo6s uma hora de ambientacdo em uma sala silenciosa e com temperatura de

22 + 2°C, iniciou-se as coletas de sangue (Figura 8). Amostras de 600 puL de sangue

foram coletadas em seringas plasticas heparinizadas num total de 4 coletas (basal, 2,
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5 e 15 minutos de estresse por contencao). Apos a coleta basal de sangue, o animal
era colocado num tubo contensor de acrilico transparente para as coletas posteriores.
Apés a remocdo de cada amostra de sangue durante as coletas, um volume igual de
NaCl 0,9% solucao estéril foi reposto no animal. Todas as coletas iniciaram a tarde a
partir das 14 horas. O sangue foi centrifugado e estocado para posterior dosagem de
prolactina por radioimunoensaio.

As amostras foram colocadas em tubos plasticos e centrifugados a 3000 rpm
durante 25 minutos, o plasma foi separado e estocado a —70°C para posterior

dosagem hormonal.

Dosagem Hormonal

As concentra¢gdes plasmaticas de prolactina (ng/mL) foram determinadas por
radioimunoensaio utilizando-se Kits especificos fornecidos pela National Institute of
Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIADDK, Baltimore — USA). O
hormonio foi medido num simples ensaio no qual o limite minimo para a deteccdo da

prolactina foi de 0, 09ng/mL.



8:30 as 11:30
hrs da manha
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Coleta de sangue Dosagem
no estado basal de PRL

60 min.

Ambientacdo na
sala de coleta

n. | 25 min. |

mi
N
2 5

Contencéo \/

Centrifugacéo do
sangue a 3500 rpm
e armazenamento
do plasma a —70°C.

Figura 8. llustracdo do protocolo para a coleta de sangue de machos adultos durante

0 estresse por contencao.
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ANALISE ESTATISTICA

Em relacdo aos resultados de comportamento maternal, campo aberto e
comportamento sexual, a mediana (intervalo interquartil) dos comportamentos
analisados foi comparada através do teste de Wilcoxon entre os animais manipulados
no ninho e manipulados fora do ninho. Para os resultados dos testes no estresse de
contencdo referentes as concentracdes plasméticas de prolactina, e no teste de
interacdo social dos animais manipulados no ninho e manipulados fora do ninho a
comparacdo dos dados (Média + EPM) foi feita através da ANOVA seguida de
Newman-Keuls. A area abaixo da curva da concentracdo plasmatica de prolactina foi
analisada através do teste t e os resultados também foram expressos por (Média +

EPM). O nivel de significancia foi estabelecido em p< 0,05.
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RESULTADOS

As medidas dos comportamentos foram expressas em frequéncia (nimero de
vezes), duracdo (em segundos) e laténcia (em segundos). Os resultados do
comportamento maternal foram obtidos pela observacdo dos comportamentos da mée
nos dias 1 5 e 10 pés-parto, porém foram apresentados através da soma total dos 3
dias. Serao apresentados portanto, os resultados obtidos no comportamento maternal,
e apos, os resultados obtidos nos testes com os ratos machos adultos oriundos do
comportamento maternal.

Em cada comparacdo, os dados significativos (quando houver) foram descritos
independente da ordem que o teste foi realizado ou do pardmetro comportamental
analisado, sendo seguidos da descricdo de algumas tendéncias. Os resultados
relevantes mas nédo significativos também foram descritos. Todos os resultados

descritos foram expressos em graficos.
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1 — Comportamento Maternal

No comportamento maternal (Figura 9-A) a frequéncia total de lamber os
filhotes, ndo apresentou aumento significativo entre os irmdos MN [14,5 (5,5/4)] e MF
[13 (3,5/7,5)]. Da mesma forma, a duracdo total de lamber os filhotes (Figura 9-B)

nao foi diferente entre os irmaos MN [255 (167/282)] e MF [220,5 (121,5/365,5)].
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Figura 9. Comportamento maternal de lamber os filhotes nos dia 1, 5 e 10 pés-parto.
Os resultados foram apresentados pela soma total dos dias analisados. Em A temos a
frequéncia e em B a duracdo do comportamento maternal. O comportamento maternal
foi analisado durante 30 minutos em cada dia logo apés o retorno da mée a caixa
residéncia. Os resultados foram expressos pela mediana (intervalo interquartil) e

analisados através do teste de Wilcoxon para p<0,05 de significancia.
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2 — Comportamento dos ratos machos adultos no campo aberto

No campo aberto, a Figura 10-A mostra-nos que houve um aumento
significativo na laténcia de ir ao centro do campo aberto dos animais MF [93
(77/226,8)] comparados com os MN [54,1 (22,5/99,85)], pelo teste de Wilcoxon,
p=0,0067, mostrando que 0s animais expostos a um novo ambiente quando
comparados aos seus irmaos que foram manipulados no ninho no periodo neonatal, se
expdem mais rapidamente ao centro do campo aberto quando testados na idade
adulta.

Em relacdo a frequéncia de ir ao centro do campo aberto (Figura 10-B) os
animais MF [4 (2/7,5)] apresentaram uma frequéncia maior quando comparados aos
irmaos MN [2 (2/2/4)] que permaneceram no ninho; p=0,0042. Além disso, de acordo
com a Figura 10-C os animais MF [13,8 (7,65/41,45)] ficam mais tempo no centro do
campo aberto, comparados aos irmaos MN [5,12 (3,5/14,5)]; p=0,0084.

Em relacdo a locomoc¢ao total no campo aberto, apesar da frequéncia da
locomocao total ter sido igual entre os irmaos MN [26 (6/7,5)] e MF [25 (3,5/6)]
(Figura 11-A) a duracédo da locomocao total (Figura 11-B) foi maior nos animais MF

[133,6 (7,9/19,8)] quando comparados aos irmaos MN [113,7 (30,6/36,2)].



48

A
300 - OMN (n=15)
OMF (n=15)
250
- 200 -
é 150 |
*
£ 100 |
=]
50 4 J.
0
B OMN (n=15)
OMF (n=15)
10 -
8 - *
<
2 6 I
«@
S 4
g 4
£ T l
0
C OMN (n=15)
OMF (n=15)
50 -
40 A *

(s)

o 30 4
20 ~ l

10 | 1
0 ' '

Duracéa

Figura 10. Comportamento no campo aberto. Em A, B e C tem-se a laténcia,
frequéncia e a duracédo de ir ao centro do campo aberto, respectivamente. Os ratos
foram observados durante 5 minutos. *Diferenca significativa comparando os animais
MF em relacdo aos irmaos MN. Os resultados foram expressos pela mediana (intervalo

interquartil) e analisados através do teste de Wilcoxon para p<0,05 de significancia.
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Figura 11. Comportamento no campo aberto. Em A e B tem-se respectivamente a
frequéncia e a duracdo da locomocdo total no campo aberto. Os ratos foram
observados durante 5 minutos. *Diferenca significativa comparando os animais MF em
relacdo aos irmaos MN. Os resultados foram expressos pela mediana (intervalo

interquartil) e analisados através do teste de Wilcoxon para p<0,05 de significancia.
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3. Comportamento sexual dos ratos machos adultos

No comportamento sexual, de acordo com a Figura 12, os animais MF
permaneceram mais tempo cheirando o0s genitais da fémea receptiva. Neste
comportamento analisado, tanto a frequéncia (Figura 12-A) dos animais MF [20
(16/28,5)] em relagdo aos irmaos MN [7 (2,5/10)]; p=0,0098, quanto a duracéo
(Figura 12-B) dos animais MF [54,15 (36,9/134,7)] foi maior comparado aos irmaos
MN [24,9 (8,1/42,75)]; p=0,02.

Em relacdo ao comportamento de monta, a Figura 13-A mostra-nos que nao
houve diferenca significativa no comportamento de monta entre os irmdos MN [12
(1,5/5)] e MF [14 (2/4)]. Porém, quando analisado o comportamento de monta com
intromissdo (Figura 12-B), notamos que o numero de intromiss@es dos animais MF [11
(6,5/17)] foi menor quando comparado aos seus irmdos MN [18 (14,5/22,5)];
p=0,02. Além disso, a Figura 14-A mostra-nos que a laténcia de ejaculacdo dos
animais MF [1298 (1058/1801)] foi significativamente maior que dos animais MN
[947,8 (802,3/1070)]; p=0,03. No entanto, o periodo refratario (Figura 14-B) nao foi

diferente entre os irméos MN [355,5 (68,4/60,9)] e MF [459,9 (178,9/37,1)].
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Figura 12. Comportamento de cheirar os genitais da fémea receptiva. Em A e B tem-
se respectivamente a frequéncia e a duracdo de cheirar os genitais. Os ratos foram
observados durante 30 minutos ou até o término do periodo refratario referente a
primeira ejaculacdo. *Diferenca significativa comparando os animais MF em relacédo
aos irmdos MN. Os resultados foram expressos pela mediana (intervalo interquartil) e

analisados através do teste de Wilcoxon para p<0,05 de significancia.
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Figura 13. Comportamento de montar a fémea receptiva. Em A e B tem-se
respectivamente a frequéncia de monta e a frequéncia de intromissdo. Os ratos foram
observados durante 30 minutos ou até o término do periodo refratario referente a
primeira ejaculacdo. *Diferenca significativa comparando os animais MF em relacédo
aos irmaos MN. Os resultados foram expressos pela mediana (intervalo interquartil) e

analisados através do teste de Wilcoxon para p<0,05 de significancia.
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Figura 14. Laténcia de ejaculacdo (A) e periodo refratario (B) do comportamento
sexual de ratos machos. Os ratos foram observados durante 30 minutos ou até o
término do periodo refratario referente a primeira ejaculacdo. *Diferenca significativa
comparando os animais MF em relacdo aos irméos MN. Os resultados foram expressos

pela mediana (intervalo interquartil) e analisados através do teste de Wilcoxon para

p<0,05 de significancia.
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4. Comportamento de memoria social

Em relacdo aos resultados do comportamento de reconhecimento e interacédo
social, nos referimos ao teste de memoria social dos animais machos na idade adulta.
Quando dissermos que os registros (R), no caso R3 e R4 forem significativamente
menores que o R5, neste experimento realizado, estamos nos referindo que esses
animais reconheceram os dois intrusos juvenis a que foram expostos.

Os resultados no comportamento de investigacdo social nos ratos machos MN e
MF sem experiéncia sexual, mostraram que nao houve efeito entre os grupos na
frequéncia de cheirar juvenis (Figura 15-A) [F(1,22) = 0,002; p = 0,96], e também
ndo houve interacdo entre grupo e registros [F(4,88) = 1,39; p = 0,24]. Porém a
ANOVA seguida de Newman-Keuls, mostrou que a frequéncia de cheirar o juvenil no
registro R3, € menor comparada aos registros R1 e R5 e que a frequéncia de cheirar o
juvenil no registro R4, € menor comparada aos registros R1, R2, R3 e R5. Nao houve
diferencas significativas entre os registros R1, R2 e R5.

Quando analisamos a duracédo de cheirar os juvenis (Figura 15-B) nos machos
MN e MF sem experiéncia sexual, os resultados mostraram que nao houve efeito entre
0s grupos na duracgédo de os cheirar juvenis [F(1,22) = 1,86; p = 0,185], e também
ndo houve interacdo entre grupo e registros [F(4,88) = 0,60; P = 0,66]. Porém a
ANOVA seguida de Newman-Keuls, mostrou que a duracdo de cheirar o juvenil no
registro R3, é menor comparada aos registros R1, R2 e R5 e que a duragao de cheirar
o juvenil no registro R4, € menor comparada aos registros R1, R2, R3 e R5. Nao houve
diferencas significativas entre os registros R1, R2 e R5.

Os resultados no comportamento de investigacdo social nos ratos machos MN e
MF sem experiéncia sexual, na Figura 16-A mostraram-nos que nédo houve efeito
entre os grupos na frequéncia de perseguir os juvenis [F(1,22) = 0,184; p = 0,671], e

também nao houve interacdo entre grupo e registros [F(4,88) = 0,84; p = 0,49].
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Porém a ANOVA seguida de Newman-Keuls, mostrou que a frequéncia de perseguir os
juvenis nos registros R2 e R3 , é menor comparada aos registros R1 e R5 e que a
duracéo de cheirar o juvenil no registro R4, é menor comparada aos registros R1, R2 e
R5. Ndo houve diferencas significativas entre os registros R2 e R5.

Em relacdo a duracdo de perseguir os juvenis (machos sem experiéncia
sexual), a figura 16-B mostrou-nos que ndo houve efeito entre os grupos na duracado
de perseguir os juvenis [F(1,22) = 0,50; p = 0,486], e também n&o houve interacédo
entre grupo e registros [F(4,88) = 0,45; p = 0,76]. Porém a ANOVA seguida de
Newman-Keuls, mostrou que a duracdo de perseguir 0s juvenis nos registros R2 e R5 ,
foi menor comparada aos registros R1 e que a duracdo de perseguir o juvenil no
registro R3 e R4 foi semelhante entre si, porém menores quando comparadas aos
registros R1, R2 e R5. Nao houve diferencas significativas entre os registros R2 e R5.

Novamente os resultados no comportamento de investigacdo social nos ratos
machos MN e MF apés adquirirem experiéncia sexual, mostram-nos de acordo com a
Figura 17-A que ndo houve efeito entre os grupos na frequéncia de cheirar os juvenis
[F(1,22) = 1,74; p = 0,20], e também n&o houve interacdo entre grupo e registros

[F(4,88) = 1,28; p = 0,28]. Porém a ANOVA seguida de Newman-Keuls, mostrou que

a frequéncia de cheirar os juvenis nos registros R2 e R3, foi menor comparada aos
registros R1 e que a duracdo de cheirar o juvenil no registro R4, € menor comparada
aos registros R1, R2, R3 e R5. Nao houve diferencas significativas entre os registros
R2, R3 e R5.

A figura 17-B, mostrou-nos que os ratos machos MN e MF com experiéncia
sexual apresentaram efeito entre os grupos na duragédo de cheirar os juvenis [F(1,22)
= 5,20; p = 0,03], porém néo houve interacdo entre grupo e registros [F(4,88) =
0,83; p = 0,50]. Além disso, a ANOVA seguida de Newman-Keuls, mostrou que a
duracdo de cheirar os juvenis nos registros R3 foi menor comparada aos registros R1,

R2 e R5 e que a duragao de cheirar o juvenil no registro R4, € menor comparada aos
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registros R1, R2, R3 e R5. Ndo houve diferencas significativas entre os registros R1,
R2 e R5.

A figura 18, representa os ratos machos MN e MF com experiéncia sexual
analisados quanto a frequéncia e duracdo de perseguir os juvenis. Os resultados
mostram-nos que houve efeito entre os grupos na frequéncia de perseguir (Figura 18-
A) os juvenis [F(1,22) = 5,285; p = 0,024], porém nao houve interacdo entre grupo e
registros [F(4,88) = 1,03; p = 0,39]. Além disso, a ANOVA seguida de Newman-Keuls,
mostrou que a frequéncia de perseguir o juvenil no registro R2 foi menor comparada
aos registros R1 e R5 e que a frequéncia de perseguir o juvenil no registro R4, foi
menor comparada aos registros R1, R2 e R5. Nao houve diferencas significativas entre
os registros R1 e R5, nem entre os registros R3 e R4. Porém, em relacdo a duracao de
perseguir os juvenis, a figura 18-B mostra-nos que ndo houve efeito entre os grupos
na duracdo de perseguir os juvenis [F(1,22) = 0,20; p = 0,65], e também néo houve
interacdo entre grupo e registros [F(4,88) = 1,06; p = 0,37]. Porém, a ANOVA
seguida de Newman-Keuls, mostrou que a frequéncia de perseguir o juvenil no
registro R2 e R3 foi menor comparada aos registros R1 e R5 e que a frequéncia de
perseguir o juvenil no registro R4, foi menor comparada aos registros R1, R2 e R5.
N&o houve diferencas significativas entre os registros R1 e R5, nem entre os registros

R2 e R3.
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Figura 15. Média (= EPM) da frequéncia (A) e da duracao (B) de cheirar o macho
intruso juvenil 1 nos registros R1 a R4 e o macho intruso juvenil 2 no registro R5. Os
animais nao tinham experiéncia sexual prévia. As letras a, b e ¢ indicam diferencas
estatisticas entre os registros (R1 a R5). Ndo houve diferencas significativas entre
grupos. Os resultados foram analisados através do teste estatistico ANOVA seguido de

Newman-Keuls para p<0, 05 de significancia.
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Figura 16. Média (+ EPM) da frequéncia (A) e da duracdo (B) de perseguir o macho
intruso juvenil 1 nos registros R1 a R4 e o macho intruso juvenil 2 no registro R5. Os
animais nao tinham experiéncia sexual prévia. As letras a, b e c indicam diferencas
estatisticas entre os registros (R1 a R5). Nao houve diferencas significativas entre
grupos. Os resultados foram analisados através do teste estatistico ANOVA seguido de

Newman-Keuls para p<0, 05 de significancia.
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Figura 17. Média (= EPM) da frequéncia (A) e da duracdo (B) de cheirar o macho
intruso juvenil 1 nos registros R1 a R4 e o macho intruso juvenil 2 no registro R5. Os
registros foram feitos apos os machos adquirirem experiéncia sexual. As letras a, b e c
indicam diferencas estatisticas entre os registros (R1 a R5). Ndo houve diferencas
significativas entre grupos. Os resultados foram analisados através do teste estatistico

ANOVA seguido de Newman-Keuls para p<0, 05 de significancia.
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Figura 18. Média (+ EPM) da frequéncia (A) e da duracdo (B) de perseguir o macho
intruso juvenil 1 nos registros R1 a R4 e o macho intruso juvenil 2 no registro R5. Os
registros foram feitos apds os machos adquirirem experiéncia sexual. As letras a, b e c
indicam diferencas estatisticas entre os registros (R1 a R5). Nao houve diferencas
significativas entre grupos. Os resultados foram analisados através do teste estatistico

ANOVA seguido de Newman-Keuls para p<0, 05 de significancia.
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5. Resposta da concentracdo plasmatica de prolactina apés o estresse de

contencao

A figura 19 mostra-nos que ndo houve efeito entre os grupos em relacdo ao
tempo que os ratos machos permaneceram no tubo contensor [F(1,16) = 1,73; p=
0,20], e também nao houve interacdo entre os grupos em funcdo do tempo [F(3,48 =
0,34; p = 0,79]). Porém, a ANOVA seguida de Newman-Keuls, mostrou que a
concentracdo plasmatica de prolactina esta significativamente aumentada apo6s 2
minutos de estresse por contencdo em relacdo ao estado basal desses animais
[F(3,48) = 4,34; p< 0,001]. No entanto, ndo hé& diferencas significativas entre os
tempos 2, e 5 minutos entre os animais manipulado no ninho e manipulado fora do
ninho mas apés 15 minutos de contencdo a concentracdo plasmaética de prolactina
diminui aos niveis basais

A figura 20 mostra-nos o resultado do calculo da area abaixo da curva sobre a
concentracdo plasmatica de prolactina indicando que nos animais manipulados no
ninho a concentracdo de PRL (224,5 + 38,10) é significativamente maior em relacéo
aos machos irméos manipulados fora do ninho (66,5 + 11,64) pelo teste t de Student

p< 0, 001.
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Figura 19. Efeito do estresse de contencdo em ratos machos adultos sobre a
concentracdo plasmatica de prolactina. Média (+ EPM) da concentragdo plasmatica de
prolactina (ng/mL) de ratos manipulados no ninho (MN) e manipulados fora do ninho
(MF) no periodo neonatal e na idade adulta tiveram o sangue da veia jugular externa
coletado na situacdo basal e apds 2, 5 e 15 minutos de estresse por contencdo. As
coletas de sangue iniciaram-se as 14 horas no ciclo claro. As letras a, b e ¢ indicam
diferencas estatisticas entre os registros (R1 a R5). Nao houve diferencas significativas
entre grupos. Os resultados foram obtidos através da ANOVA seguida pelo teste de

Newman-keuls para p<0,05.
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Figura 20. Area abaixo da curva da concentracdo plasmatica de prolactina em ratos
machos adultos submetidos ao estresse de contencédo. Média (+ EPM) da concentracéo
plasmatica de prolactina (ng/mL) de ratos manipulados no ninho (MN) e manipulados
fora do ninho (MF) no periodo neonatal e na idade adulta tiveram o sangue da veia
jugular externa coletado durante estresse por contencdo. As coletas de sangue
iniciaram-se as 14 horas no ciclo claro. *Os resultados foram obtidos através do teste

t de Student para p< 0,05 de significancia.
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DISCUSSAO

Neste trabalho, nés usamos os termos “MN” para se referir aos ratos que foram
manipulados no ninho ou seja na caixa residéncia e “MF” para se referir aos ratos que
foram manipulados fora da caixa residéncia, no novo ambiente e quando nos
referimos a manipulacdo neonatal, estamos inferindo a estimulacao téactil dos filhotes.

Nossos resultados mostram que a exposi¢ao dos filhotes ao novo ambiente néo
altera o comportamento maternal entre os filhotes irmdos de cada ninhada, mas
provoca uma menor inibicdo comportamental em machos adultos quando expostos a
ambientes novos como o campo aberto, além de diminuir o comportamento sexual em
machos, promove uma diminuicdo nas concentragdes plasmaticas de prolactina
quando mantidos em estresse por contencdo. Além disso, esses animais foram
capazes de reconhecer a presenca de diferentes intrusos na sua caixa residéncia
quando testados no comportamento de reconhecimento e intera¢do social, mostrando
uma habituacdo em relagdo as sucessivas exposi¢cdes ao mesmo intruso juvenil.

Um outro modelo experimental, derivado, mas diferente dos procedimentos de
manipulacdo neonatal realizado por Levine e Denenberg tém sido usado para verificar
algumas modificacdes no comportamento de ratos. Neste modelo, TANG, (2001)
colocou metade dos filhotes de cada ninhada brevemente em um novo ambiente (3
min.), enquanto a outra metade da ninhada permanecia sem contato com o
experimentador. Esse procedimento permitiu estudar o comportamento desses
animais na idade adulta eliminando importantes fatores biolégicos e ambientais no
periodo neonatal como a privacdo maternal e a manipulacdo neonatal.

O comportamento maternal realizado no presente trabalho, também sofreu
uma adaptacdo do procedimento feito por TANG (2001), pois além de expormos
metade dos filhotes de cada ninhada a um novo ambiente com maravalha nova
também introduzimos a estimulacdo tactii em todos os filhotes da ninhada e,

observamos o comportamento maternal de lamber os filhotes nos dias 1, 5 e 10 pés-
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parto. Nosso objetivo foi verificar se o comportamento maternal é imprescindivel para
as respostas comportamentais dos animais na idade adulta, ou se pode ndo ser o
principal componente dessa interacdo mae-filhote.

Trabalhos prévios mostram que as mudangas comportamentais e
neuroendécrinas encontradas nos animais adultos, provavelmente se devem as
variacdes no comportamento maternal entre os irméos que nunca sairam do ninho em
relacdo aos expostos ao novo ambiente no periodo neonatal. Portanto, seus resultados
estdo atribuidos incondicionalmente a exposicdo de metade das ninhadas ao novo
ambiente e ndo ao possivel aumento do comportamento maternal para os filhotes que
foram expostos a um novo ambiente no periodo neonatal (TANG, 2001; TANG et al.,
2002; TANG et al., 2003; TANG et al., 2005).

Ao analisarmos o comportamento maternal evidenciamos que a mae nao
aumentou o cuidado maternal com os filhotes manipulados fora do ninho em relacédo
aos seus irmaos que foram manipulados no ninho. Esse resultado nos permite sugerir
que a ruptura do convivio familiar no periodo neonatal promoveu alteracdes
comportamentais nos animais adultos indicando que héa outros fatores além do
comportamento maternal que sdo responsaveis por essas alteracbes comportamentais
na idade adulta. O comportamento maternal de lamber os filhotes nesse experimento
nao confirmou os resultados obtidos por FRANCIS et al. (1999); LIU et al. (1997) e
CHAMPAGNE & MEANEY (2001) que, apesar de utilizarem métodos diferentes de
registro do comportamento maternal em relagdo ao nosso procedimento, verificaram
que a manipulacdo e o breve afastamento dos filhotes (15 minutos) aumenta o
cuidado materno logo apés o retorno dos filhotes ao ninho.

Apesar de observarmos o comportamento maternal somente nos dias 1, 5 e 10
poés-parto e cada sessao de registro ser feita por um Udnico e ininterrupto periodo de
30 minutos imediatamente apoés os filhotes MF e a mae retornarem a caixa residéncia,
poderiamos prever um aumento no comportamento maternal para os filhotes MF.

Talvez a frequéncia de registros e o numero de dias de observacdo do
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comportamento maternal ndo tenha sido suficiente para mostrar-nos um aumento no
cuidado maternal, porém acreditamos n&o ter sido este o fator responsavel pela
semelhanca no cuidado materno observado em nossos resultados entre os filhotes
irmaos de cada ninhada.

A semelhanca do cuidado maternal entre os irmdos MN e MF pode ser atribuida
a alguns fatores. Primeiramente a exposicdo de metade dos filhotes de cada ninhada a
um novo ambiente pode nao ter sido um estimulo suficientemente intenso nestes
animais para que a mae aumentasse o comportamento de lamber comparado aos
filhotes que permaneceram no ninho. Esta possibilidade pode ser considerada pois
comprovadamente, nos experimentos em que se faz intervencdes em toda a ninhada,
os filhotes aumentam as vocalizacbes em resposta ao rompimento na relagdo méae-
filhote tendo como resultado o aumento no comportamento maternal (CALDJI, 1998).

Um segundo fator a ser considerado é o fato de que todos os filhotes de cada
ninhada foram manipulados e possivelmente os efeitos da manipulacdo neonatal
podem ser mais consistentes e se sobrepdem aos efeitos da breve exposicdo a um
novo ambiente, fazendo com que a mée dispensasse a mesma frequéncia e duracéo
do comportamento de lamber os filhotes em toda a ninhada.

Se considerarmos que durante a exposi¢do dos filhotes neonatos a um novo
ambiente o procedimento experimental também incluiu a retirada da méae da caixa
residéncia e que ao retornar, a mae encontrou toda a ninhada (com dois
procedimentos experimentais diferentes) reunida no ninho, podemos inferir um
terceiro fator, talvez o mais provavel, que foi a incapacidade da mae em distinguir
quais foram os filhotes manipulados no ninho em relacdo aos seus irm&aos
manipulados fora do ninho, apresentando portanto o mesmo perfil comportamental de
lambidas para toda a ninhada.

N6s ndo podemos atribuir ao cuidado materno a responsabilidade em promover
as alteracbes comportamentais no campo aberto descritas até agora pois, o

comportamento maternal ndo foi diferente entre os irmdos manipulados no ninho e
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dos manipulados fora do ninho. Também ndo podemos atribuir essas diferencas
comportamentais a4 manipulacdo neonatal pois todos os filhotes de cada ninhada
foram manipulados, eliminando esta variavel do experimento. Portanto, a ruptura do
convivio familiar pela exposicdo dos filhotes a um novo ambiente durante o periodo
neonatal parece ser o agente causador em diminuir o medo de ratos machos adultos
testados no campo aberto avaliados neste trabalho.

Muitos trabalhos tém mostrado a relevante relacdo entre a manipulacdo
neonatal e o comportamento maternal como responsaveis por induzir as alteragdes
comportamentais, neuroenddcrinas e  estruturais classicamente estudadas.
Certamente a manipulacdo neonatal altera permanentemente o eixo HPA em resposta
a uma variedade de estimulos estressores (PRYCE & FELDON, 2003; PRYCE et al.,
2001; CALDJI et al., 2000; LEVINE, 1994; PLOTSKY & MEANEY, 1993; LEVINE, 1964)
como descrito anteriormente.

Ratos manipulados no periodo neonatal durante as duas primeiras semanas de
vida exibem uma menor secrecdo plasmatica de ACTH, corticosterona e prolactina
(PRL) durante uma situacdo de estresse e apresentam um rapido retorno as
concentracfes basais apés o término do estresse (PLOTSKY & MEANEY, 1993;
SEVERINO et al., 2004). Além disso, LEVINE (1964), ja relatava que ratos
manipulados no periodo neonatal exibiam quando adultos uma maior exploragdo no
ambiente, sendo mais ativos, defecando e urinando menos no campo aberto e
confirmado mais tarde por PRYCE & FELDON (2003), indicando que esses animais sdo
emocionalmente menos responsivos a uma situacdo estressante quando adultos
(LEVINE, 1964).

A manipulacdo neonatal também diminui a inibicdo comportamental de machos
e fémeas em um ambiente aversivo como o campo aberto com o predador (PADOIN et
al., 2001). VILLESCAS et al. (1977), verificou que os filhotes removidos do ninho por

um breve periodo de 3 minutos, na idade adulta apresentavam uma frequéncia maior
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de “rearing” além de defecarem menos no campo aberto quando comparados aos
animais ndo manipulados.

Considerando que o aumento na atividade exploratdria desses animais no
campo aberto seja uma medida da diminuicdo do medo, TANG (2001); TANG et al.,
(2003) também verificou que os animais jovens (22 dias de vida) que foram expostos
a um novo ambiente no periodo neonatal quando testados no campo aberto ja
apresentavam respostas de diminuicdo do medo. Mais recentemente descobriu-se que
a desinibicAo comportamental no campo aberto em animais expostos a um novo
ambiente durante 3 minutos no periodo neonatal é dependente do sexo, ou seja,
quando comparados os machos e fémeas que nunca sairam do ninho, em contato
continuo com o ambiente familiar, as fémeas apresentam uma menor reatividade
emocional com maior atividade no campo aberto. Quando machos e fémeas foram
expostos a um novo ambiente, rompendo o convivio familiar foram os machos que
apresentaram uma maior atividade no campo aberto quando comparados as irmas
fémeas (TANG et al., 2003).

Em nossos resultados, os machos manipulados fora do ninho também possuem
menos medo que seus irmaos manipulado no ninho quando testados no campo aberto,
mostrando que nossos resultados concordam com a literatura. Porém, o fato desses
animais permanecerem mais tempo no centro do campo aberto pode representar um
fator de risco, pois, mesmo ndo havendo um predador neste teste comportamental, se
inferirmos que este animal em um ambiente natural apresentasse as mesmas
caracteristicas comportamentais, os animais MF estariam mais susceptiveis ao ataque
de um predador. Portanto, o aparente beneficio da exposi¢cdo a um novo ambiente ou
da manipulacdo neonatal em causar uma diminuicdo do medo nestes animais, se
contrapde aos prejuizos na integridade fisica do animal por se tornar uma presa facil
no ambiente natural.

Nos adultos o efeito do estresse diminui a atividade sexual e a capacidade

reprodutiva, tanto de machos como de fémeas em varias espécies animais
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(CHROUSOS et al., 1998). Considerando que a ruptura do convivio familiar possa
representar uma situacado estressante para o filhote no periodo neonatal, testamos o
comportamento sexual dos animais manipulados no ninho e os manipulados fora do
ninho na idade adulta e um outro importante resultado deste estudo foi a reducado do
comportamento sexual dos animais manipulados fora do ninho em relacdo aos irmé&os
manipulados no ninho. Estudos em nosso laboratério mostraram que a manipulacédo
neonatal promove ciclos anovulatérios em fémeas (GOMES et al., 1999) e animais
manipulados possuem uma diminuicdo no comportamento sexual quando adultos
(GOMES et al., 1999; 2005; PADOIN et al., 2001). PADOIN et al., (2001) no entanto,
verificaram que esta diminuicdo do comportamento sexual é mais pronunciada em
machos sem experiéncia sexual previa, ou seja machos virgens; e que a experiéncia
sexual pode reverter parcialmente este prejuizo melhorando o desempenho desses
animais na atividade sexual.

NOs registramos o comportamento sexual somente em machos adultos com
aproximadamente 100 dias de vida e sem experiéncia sexual prévia, e constatamos
que os animais MF mostraram uma diminuicdo no comportamento sexual quando
comparados aos irmdaos MN. Portanto, o ninho parece fornecer uma protecao
importante para o filhote contra essas alteragcdes comportamentais na idade adulta, ou
atenuando-as e que a ruptura do convivio familiar induz a um efeito deletério na
diminuicdo do comportamento sexual dos machos que foram manipulados fora do
ninho no periodo neonatal.

Outros dados interessantes de nosso trabalho mostraram que o0s irmaos
manipulados no ninho e manipulados fora do ninho diminuem o comportamento de
investigacdo social apés sucessivas exposi¢cdes ao mesmo intruso juvenil, mas quando
expostos a outro intruso, aumentam a duracao e frequéncia de investigacdo, ou seja
voltam a cheirar e perseguir o juvenil como um estranho. Esses resultados se

repetiram independente dos machos serem virgens ou experientes sexualmente,
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evidenciando sua aptiddo em aprender e memorizar a qual juvenil estavam sendo
expostos.

A habituacéo é a forma de aprendizagem na qual o animal adquire informacgdes
sobre as propriedades de um novo estimulo, a medida que o estimulo se torna
repetido (KANDEL et al., 1997). Um animal inicialmente responde a um novo estimulo
com uma série de comportamentos como demonstrado em nossos resultados quando
os machos MN e MF foram inicialmente expostos aos intrusos juvenis. No entanto, se
o estimulo ndo for reforcador, nem lesivo, o animal aprende a suprimir sua resposta a
esse estimulo. Essa supressdo aprendida da resposta é chamada de habituacédo
(KANDEL., 1997) e através desse mecanismo podemos explicar a diminuicdo na
investigacdo dos machos MN e MF quando expostos sucessivas vezes ao mesmo
intruso juvenil.

Nos trabalhos que foram feitos relacionando a manipulacdo neonatal com a
memoria social nos animais adultos mostrou-se que a estimulacdo tactil ou a
exposicdo ao novo ambiente tém um impacto neste pardmetro comportamental
analisado que implica no aumento da memodria social desses animais estimulados em
relacdo aos ndo estimulados (TANG et al., 2003)

Mais recentemente, TANG et al. (2005), utilizando o modelo no qual metade
dos filhotes de cada ninhada foi simplesmente exposta a um novo ambiente enquanto
a outra metade permanecia no ninho sem contato direto com o0 experimentador
comparou os irmaos no teste de reconhecimento social em dois periodos da vida,
quando tinham 7 semanas e quando tinham 7 meses de vida. Nas duas idades os
machos expostos ao novo ambiente mostraram uma maior habituagdo ao intruso
juvenil comparados aos que permaneceram no ninho. Embora n&o tenhamos
verificado as concentra¢des plasmaticas de nenhum hormdnio que possivelmente
estivesse envolvido com os comportamentos de interacdo e memodria social, alguns
estudos mostram que apesar da corticosterona (CORT) ser classicamente considerada

um hormoénio do estresse, o aumento da memdria social pode ser atribuido a
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diminuicdo na concentracdo basal desse hormdénio (TANG et al., 2003). Essa inter-
relacdo entre CORT e reconhecimento social sugere que este horménio seja um forte
candidato a modular a memodria social pois 0os animais expostos a um novo ambiente
no periodo neonatal, apresentaram uma habituacdo mais r4pida frente a exposicédo de
um intruso e paralelamente tiveram uma reducdo na concentracdo plasmatica de
CORT quando testados na idade adulta (TANG et al., 2003).

Certamente outros hormoénios também estudados estdo envolvidos no
reconhecimento social como a ocitocina e a vasopressina e podem agir modulando a
memoaria social por multiplos sistemas neurohormonais. No entanto, se relacionarmos
que a exposicdo dos filhotes no periodo neonatal ao novo ambiente promove uma
mudanca no eixo HPA, e que o aumento na locomoc¢ao dos machos no campo aberto e
que a modulacdo da memoria social estdo vinculados a estas mudancas
neuroendécrinas, a diminuicdo na concentracdo plasméatica de CORT dos animais
expostos ao novo ambiente (TANG et al., 2003) explicariam esses resultados.

Buscando encontrar uma possivel explicacdo enddécrina para a reducdo na
reatividade ao estresse que ndo fosse a participacdo direta da CORT, mensuramos a
concentracédo plasmatica de outro hormonio liberado em situacfes de estresse, a PRL.
Como descrito anteriormente em nossos resultados, os irmaos MN e MF apresentam
um aumento na secrecdo de PRL quando submetidos ao estresse de contencdo em
relacdo aos niveis basais, indicando que esses animais respondem ao estresse. Outra
observacdo importante é que ap6s 15 minutos de estresse os niveis de PRL nos
machos MN e MF retornam aos niveis basais. Esse resultado concorda com os
resultados encontrados em animais estressados por éter (SEVERINO et al., 2004). O
mesmo estudo mostra-nos que quando ratos machos manipulados foram submetidos
ao estresse por éter na idade adulta, a concentracdo plasmatica de PRL foi menor até
15 minutos ap0ls o estresse em relagdo aos ratos ndo manipulados mas, nao diferindo

no estado basal (SEVERINO et al., 2004).
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Ratos que foram expostos a um novo ambiente no periodo neonatal quando
tiveram os niveis de PRL mensurados na idade adulta imediatamente apés uma
situacdo de estresse (exposicdo do animal no campo aberto), esses animais
mostraram uma menor concentracdo plasmatica de PRL em relacdo aos animais
intactos indicando neste teste uma menor amplitude na ativacdo da secrecdo de PRL
(NUNEZ et al., 1996), como conseqgiiéncia de uma exposicio a um ambiente
estressante. Esses dados concordam com os resultados da concentracdo de PRL
analisados através do calculo da area abaixo da curva encontrados neste trabalho, de
que os machos MF possuem uma menor concentracdo desse horménio em relacdo aos
machos irméos MN.

De fato, ha poucos estudos correlacionado a manipulacdo neonatal ou
exposicdo neonatal a um novo ambiente com a resposta da PRL ao estresse. No
entanto, a ruptura do convivio familiar afeta a liberacdo de PRL em resposta ao
estresse por contencdo (NUNEZ et al., 1996) talvez pela ativacdo do CRH em resposta
ao estresse, uma vez que o CRH facilita a liberacdo de PRL (AKEMA et al., 1995) e que
animais manipulados possuem uma menor sintese e liberacdo de CRH durante o
estresse (VIAU et al., 1993).

A PRL secretada em resposta ao estresse depende dos niveis encontrados antes
do estresse, ou seja, quando os niveis de PRL forem baixos antes do estresse, o
estresse aumenta a PRL no plasma. Em contraste, quando no pré- estresse 0s niveis
basais forem altos, o estresse induz a uma marcada reducdo na PRL plasmética,
evidenciando finalmente que a secrecdo de PRL mostra um estado dependente do
estresse (DONADIO et al., 2004). Portanto se considerarmos o0s valores plasmaticos
da PRL encontrados em nossos animais, e que a manipulacdo neonatal e a exposicao a
um novo ambiente tem mostrado uma cascata de mudancas fisioldgicas,
neuroanatémicas nos animais adultos (TANG., 2003), podemos inferir que a ruptura

do convivio familiar verificada nos machos MF promove mudancas no eixo HPA que
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resulta em uma reducdo da concentracdo de PRL nestes animais em resposta ao
estresse.

O presente estudo examinou portanto os efeitos que a breve ruptura do
convivio familiar pode causar nos individuos na idade adulta. Certamente os estimulos
aplicados afetaram as relacdes sociais desses animais no periodo neonatal causando
marcas que perduraram ao longo da vida do animal e repercutem em seus
comportamentos como foi descrito e analisado previamente.

Os resultados mostrados neste trabalho somam-se a décadas de estudos em
que se aplicaram diferentes procedimentos experimentais para verificar quais o0s
mecanismos atuantes nas intervencgdes promovidas na relacdo mae-filhote estariam
contribuindo para os efeitos comportamentais encontrados na idade adulta destes
animais. Metodologicamente nés introduzimos dois procedimentos experimentais para
filhotes da mesma ninhada: (1) a estimulacdo tactil dos filhotes e (2) a exposicdo de
metade dos filhotes a um novo ambiente. Este novo método permitiu-nos mostrar que
a saida dos filhotes do ninho mesmo que por breves intervalos diarios nas duas
primeiras semanas de vida foi suficiente para promover efeitos que persistem na vida

do animal adulto em uma variedade de situactes.
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CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que a mée representa um componente primordial
no desenvolvimento dos filhotes para as respostas comportamentais aos estimulos

estressores, porém nao € o Unico.

O ninho parece fornecer uma protecdo importante contra possiveis alteracdes

comportamentais nos animais adultos.

As alteracBes comportamentais resultantes da exposicdo ao novo ambiente no

periodo neonatal aparentemente independem da estimulacao téactil dos filhotes.

A ruptura do convivio familiar pela exposicdo ao novo ambiente durante o

periodo neonatal diminui o medo de ratos machos adultos testados no campo aberto.

As variacbes do ambiente dos neonatos pela ruptura do convivio familiar induz

a diminuicdo no comportamento sexual desses animais na idade adulta.

A ruptura do convivio familiar promove uma menor secrecdo de PRL nestes

animais, mostrando uma menor reatividade ao estresse.
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