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Assim como acontece em ratos, seres humanos carregam por toda a vida
marcas indeléveis do que os entes queridos Ihes fazem ou deixam de fazer.

Mc Gown
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Resumo

Lutz, Maiara Lenise. Modelo de Estresse Materno Perinatal em Ratos: Efeito sobre
Filhotes. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Neurociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2011.

Em ratos a mde é indispensdvel para a sobrevivéncia dos filhotes durante as duas
primeiras semanas de vida. O comportamento maternal despendido pelas fémeas tem grande
importancia para o desenvolvimento adequado dos filhotes. Assim, eventos estressores durante
0 periodo perinatal capazes de desencadear perturbagdes nessa relacdo podem levar a alteracbes
comportamentais e neuroenddcrinas duradouras nesses filhotes.

Nesse trabalho avaliamos o efeito do estresse perinatal sobre a formacéo do vinculo
entre mae-filhotes e sobre os niveis dos hormdnios relacionados com as respostas ao estresse,
para tanto, os filhotes foram submetidos a coleta de plasma sanguineo para a dosagem de
horménios relacionados ao estresse (corticosterona e prolactina) e foram submetidos ao Teste
de Preferéncia Olfatoria (teste comportamental) e a dosagem de ocitocina central para avaliar a
formac&o do vinculo mée-filhote.

O estresse perinatal aqui empregado foi subdividido em estresse pré-natal e estresse
pos-natal. No primeiro, a fémea prenha foi submetida a restricdo de maravalha ao longo da
Gltima semana de gestacdo —do 14° ao 21° dia gestacional — e no segundo a ninhada inteira (mée
e filhotes) foi exposta a presenca de um predador (gato) no 1° dia pds-parto. Levando em
consideracdo a presenca ou auséncia desses estressores os filhotes foram divididos em quatro
grupos experimentais: Controle, Estresse Pré, Estresse Pos e Estresse Pré+Pos.

Em nossos animais, 0 estresse perinatal, tanto o pré como o pos-natal, foi capaz de
desencadear alteracdes no Teste de Preferéncia Olfatdria no nono dia de vida, alteracdes estas
que podem ser traduzidas como uma perda na capacidade desses animais se direcionarem ao
cheiro da mde. No entanto, a ocitocina central (coletada no primeiro dia pds-parto) que é
fortemente relacionada a formacéo do vinculo mée-filhote néo foi alterada pelo estresse.

Além da alteracdo no teste comportamental, o estresse perinatal foi capaz de
desencadear alteracBes nos hormoénios de estresse (corticosterona e prolactina) em filhotes
muito jovens (primeiro dia p6s-natal) e, portanto, ainda dentro do periodo hiporresponsivo ao
estresse no qual as respostas ao estresse, assim como todo o0 eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) estdo inibidos. No entanto, os efeitos observados nem
sempre foram de aumento desses hormdnios e nem sempre foram homogéneos entre 0s géneros.

Em conclusdo, os resultados dessa dissertacdo apontam para a validade do modelo de
estresse perinatal aqui empregado para provocar perturbacfes no desenvolvimento adequado
dos filhotes a ele submetidos, pois ambos 0s protocolos de estresse empregados (restricdo de
maravalha e exposicao ao predador) mostraram-se eficazes em gerar mudancas tanto na relacéo
mée-filhotes como nos principais horménios relacionados com a resposta ao estresse desses
filhotes. E as consequéncias desse modelo de estresse abrangem tanto os filhotes fémeas como
os filhotes machos, embora nem sempre 0s géneros tenham respondido da mesma forma aos
estresses, 0 que demonstra que mesmo ainda muito jovens esses animais ja podem apresentar
respostas diferentes a mesmas situacées e estimulos. O curioso desse modelo é que embora o
estresse pré-natal tenha tido uma duragdo mais longa, o0 estresse pos-natal (estresse agudo)
parece ter sido mais eficiente em provocar alteragdes nesses filhotes, o que demonstra tanto a
importancia do periodo pds-parto imediato para o desenvolvimento desses animais como 0
forte efeito do predador sobre a presa.
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Abstract

Lutz, Maiara Lenise. Model of Perinatal Maternal Stress in Rats: Effects on Offspring.
Dissertation (Master of Science) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas:
Neurociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2011.

In rats, the mother plays an essential role in offspring survival during the first two weeks
of life. Mother behavior is very important for appropriate offspring development. In this sense,
stress events during the perinatal period may disturb the relationship between mother and
offspring, leading to enduring behavioral and endocrine changes in the newly born rats.

The present study evaluates the effect of perinatal stress on the establishment of a bond
between mother and offspring and on hormone levels associated with response to stress. With
that aim, levels of hormones associated with stress (corticosterone and prolactin) were analyzed
using blood plasma collected from offspring. Also, the olfactory preference test (behavioral
test) was conducted and central oxytocin levels were evaluated to test the mother-to-offspring
bond.

Perinatal stress challenge was divided into two stages, pre-natal and post-natal stress. In
the first, pregnant females were kept in cages without sawdust during the last week of
pregnancy (14" to 21 day), while in the second the whole litter (mother and offspring) were
exposed to a predator (cat) on the first post-partum day. Considering exposure to stress, four
experimental groups were formed: pre-natal stress, post-natal stress, pre- and post-natal stress,
control (no exposure to stress factors).

Perinatal stress (pre- and post-natal) influenced the results of the olfactory preference
test on the 9" day of life of offspring. These changes manifested as the loss of the ability to
detect the mother’s smell. However, central oxytocin levels, which are strongly associated to
the establishment of a mother-to-offspring bond and was collected on the first day post-partum,
remained unaltered during stress challenge.

Apart from the changes observed in the behavioral test, perinatal stress altered
corticosterone and prolactin levels in very young offspring (one day old), within the
hyporesponsive period, when responses to stress and the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA)
axis are inhibited. Nevertheless, the effects observed were not uniform across genders and were
not restricted to increased corticosterone and prolactin levels.

In conclusion, the results obtained point to the legitimacy of the perinatal stress model
tested to trigger changes in appropriate offspring development of rats. Both stress protocols
(absence of sawdust and exposure to a predator) were efficient in altering the
mother-to-offspring bond and influencing the main hormones associated with response to stress
by this offspring. The model tested affected both male and female offspring, though genders not
always responded uniformly to stresses, demonstrating that even at a very tender age these
animals may already exhibit different responses to different stimuli. The interesting point in this
model is that, though pre-natal stress lasted longer, post-natal stress (acute stress) seemed to
have been more efficient in triggering changes, showing the importance of immediate
post-partum period in the development of these animals and the strong effect a predator has on
its prey.



1. INTRODUCAO

1.1 A Relagéo Mae-Filhote

Em ratos a mde é indispensivel para a sobrevivéncia dos filhotes durante as duas
primeiras semanas de vida, pois os filhotes de ratos, assim como a maioria dos roedores,
nascem altriciais, isto é, sdo parcialmente imoveis, desprovidos de pelos, surdos e cegos,
incapazes de se locomover e de regular sua temperatura (GROTA & ADER, 1969;1974). A
mae ¢ a fonte que garante protecdo, temperatura ideal e nutricdo para seus filhotes, ocorrendo
uma complexa interagdo entre mae e filhote. Essa interacdo é mantida pela mée durante o
desenvolvimento pos-natal, através de estimulos visuais, olfatdrios e auditivos relacionados a
ninhada (PRYCE et al.,, 2001). Durante o periodo de lactacdo, as médes apresentam
comportamento de cuidar dos filhotes e manifestam-no pela busca dos mesmos quando estes se
afastam do ninho, pela estimulacdo da miccdo por meio da lambida anogenital, pelo
posicionamento sobre os filhotes para prové-los de nutri¢do e calor, pela construcdo do ninho e
por defesa contra intrusos (GROTA & ARDER, 1969; STERN & JOHNSON, 1990; ALBERT
& WALSH, 1995). Até aproximadamente o 12° dia de vida é a mde quem toma a iniciativa de se
aproximar dos filhotes. Sendo assim, a variagdo no cuidado maternal pode ser considerada o
diferencial para as experiéncias sensoriais no desenvolvimento dos filhotes. Apos esse periodo,
os filhotes estdo aptos a se locomover e a deixar o ninho, a partir de entdo passa a serem eles que
se aproximam da mae para requerer cuidados (GROTA & ARDER, 1974).

Esse cuidado dado pela mée nos primeiros dias vida é considerado um fator critico para
o desenvolvimento adequado dos mamiferos, alteracdes nessas interacdes podem modificar a
fisiologia e o comportamento da prole a longo prazo (MEANEY, 2001). A interrupcdo de
estimulos sensoriais providos pela mée tem efeitos negativos no desenvolvimento da ninhada

em muitas espécies (SCHANBERG & KUHN, 1980; PAUK et al., 1986). Assim, as relaces



entre mae-filhote sdo importantes para o crescimento e desenvolvimento adequados dos
mamiferos.

Uma das vias candidatas para explicar como ocorre esse vinculo méae-filhotes é o
sistema ocitocinérgico encefalico cuja atividade esta aumentada no periodo pds-parto, estando
relacionado ao alvorecer do comportamento maternal (NEUMANN, 2001; STRATHEARN et
al., 2009). Ja é bem estabelecido que a ocitocina periférica desempenhe importante papel
reprodutivo, sendo particularmente importante para as contragcdes uterinas durante o parto e
para a ejecdo do leite na lactacdo. Essa ocitocina é sintetizada pelos neurénios magnocelulares
no nucleo paraventricular (PVN) e supra-6tico (SON) do hipotalamo os quais se projetam para
a hipofise posterior e langcam a ocitocina na circulacdo periférica (GORDON et al., 2010; LIM
& YOUNG, 2006).

No entanto, a ocitocina também é produzida pelos neurénios parvocelulares do PVN
que se projetam para diversas regides limbicas, essa ocitocina que permanece dentro do
encéfalo (ocitocina central) atua como um neurotransmissor/neuromodulador estando
envolvida com a regulacdo de comportamentos sociais dos animais, sendo em conjunto com a
vasopressina (AVP) integrante da circuitaria emocional dos mamiferos inclusive de humanos.
(LIM &YOUNG, 2006). Tanto a vasopressina como a ocitocina sdo peptideos associados com
a emergéncia de ligacGes sociais, cuidado parental, regulacdo do estresse, comunicacéo social e
reatividade emocional, sendo que seus niveis sdo aumentados em resposta a experiéncias
sensoriais sociais boas como toque e cheiros agradaveis. Receptores de ocitocina fazem parte
dos sistemas neurais de recompensa de tal modo que provavelmente confira para o filhote em
desenvolvimento uma sensacdo de seguranca que torne gratificante a prote¢do advinda das
relacBes sociais (FRIES et al., 2005).

A exposicdo materna a adversidades esta associada com duradouras consequéncias no

desenvolvimento cognitivo, comportamental e nas respostas fisioldgicas de filhotes de ratos



(LEONHARDT et al., 2007). Atualmente, usam-se varios tipos de protocolos de estresse
materno para se tentar induzir alteracdes nos filhotes. Em ratos de laboratorio, o cronico efeito
da manipulacdo neonatal na relagdo mée-filhote tem sido estudado experimentalmente ha quase
50 anos, um campo de pesquisa aberto por Seymour Levine (PRYCE et al., 2003).

A importéncia do periodo perinatal no desenvolvimento do filhote ndo esta restrita
apenas aos roedores. Em humanos, por exemplo, dados epidemioldgicos mostram resultados
consistentes de que estresse precoce estd associado com defeitos na cognicdo, no
desenvolvimento afetivo bem como nas respostas fisioldgicas ao estresse (MEANEY & SZYF,
2005) os quais incrementam a suscetibilidade a patologias ao longo da vida (MATTHEWS,
2002). Em humanos, o periodo pds-parto € um periodo vulneravel e frequentemente associado
ao aparecimento de depressdo pds-parto sendo esse risco incrementado pela exposicido a
eventos estressantes durante a gestacdo (FEDERENKO & WAHWA, 2004). Além disso,
alguns autores sugerem a existéncia de uma relacdo entre o estresse psicolégico maternal e o
aumento, nos filhos, da incidéncia de sintomatologia de esquizofrenia e depressdo (WATSON
et al., 1999; GUTTELING et al., 2005). Assim, o ambiente materno constitui um dos mais
significativos ambientes que um mamifero encontrard ao longo de toda a sua vida (PRYCE et
al., 2003), sendo que a relagcdo entre mae e o infante é possivelmente a mais critica para o
provimento de 6timas condicGes de desenvolvimento (WALKER et al., 2004).

Para um animal altricial o reconhecimento da mée é de grande importancia para sua
sobrevivéncia ja que as condicBes basicas de sobrevivéncia estdo relacionadas a mae. O olfato
atua de maneira critica na mediacdo dessa atracdo méae-filhote, pois o reconhecimento da mae
pelo filhote nos primeiros dias pos-parto ocorre pelo aprendizado olfatério (LEON, 1998;
SULLIVAN & WILSON, 2003). Em outros tipos de mamiferos, assim como em ratos o
aprendizado olfatério ocorre pelo paradigma do condicionamento classico, onde o pareamento

do cuidado maternal (estimulo incondicionado) € associado com o cheiro da mae (estimulo



condicionado) (LEON, 1998; SULLIVAN, 2003). Em humanos as pistas olfatorias parecem ser
particularmente salientes em neonatos, sendo estes capazes de perceber uma séria de estimulos
olfatdrios, dentre eles os aromas naturais que emanam de suas maes (PORTER, 1999).

Desse modo, logo ap6s o nascimento, quando a méde lambe o filhote, ela estimula a
liberacdo de noradrenalina do locus coeruleos (LC) dos filhotes. Esse neurotransmissor age no
bulbo olfatério e promove a preferéncia pelo odor da méde. No entanto, para que haja uma
efetividade da preferéncia pelo odor, a noradrenalina do LC deve ser liberada em niveis 6timos.
Quantidades muito altas desse neurotransmissor ndo induzem ao aprendizado por um novo
cheiro. Enquanto doses muito baixas também ndo séo efetivas (YUAN et al., 2000), ou seja, a
relacdo dose e resposta segue o padréo de uma curva em U invertida.

No bulbo olfatério a noradrenalina age via receptores adrenérgicos a-1 e B-1
promovendo um aumento da concentragdo de AMPc, que por sua vez ativa a proteina kinase
(PKA). Essa proteina entdo atua fosforilando diversos substratos intracelulares, entre eles o
fator de transcricio CREB (“proteina ligante ao elemento responsivo ao AMPc”), cujo papel
tem sido destaque em uma variedade de funcdes bioldgicas, incluindo a consolidacdo de
memoria e o condicionamento olfativo verificado em neonatos (McLEAN et al., 1999).

Experimentos realizados em nosso laboratério por RAINEKI et al., (2009) mostraram
resultados que corroboram a idéia de que o estabelecimento da relagdo mae-filhote depende

desse condicionamento olfativo.

1.2 Resposta ao Estresse

Estimulos estressores sdo aqueles que desafiam a homeostase, colocando em ameaca o
processo de coordenacdo fisioldégica o qual mantém estavel a maior parte dos estados no
organismo. Nestas situacOes de ameaga ou perigo desencadeadas por uma variedade de

disturbios ou estimulos externos ou internos os organismos desencadeiam diversas respostas



adaptativas que visam manter a homeostasia, chamadas de respostas ao estresse. Essas
respostas ao estresse habilitam o organismo a enfrentar diferentes tipos de ameacas ou desafios
e sao constituidas por um complexo conjunto de componentes enddcrinos, neurovegetativos e
comportamentais (JOHNSTONE et al., 2000; PATIN et al., 2002; RIMA et al., 2009, KIAER,
et al., 2010).

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e o sistema neurovegetativo simpético sao
os dois principais sistemas neuroenddcrinos envolvidos em integrar as respostas a um estressor
e sofrer variagdes visando a homeostase do meio interno. A ativacdo do eixo HPA resulta na
liberacdo de cortisol (no caso, por exemplo, de humanos) ou corticosterona (em roedores) pelo
cortex da adrenal. O aumento da atividade catecolaminérgica e da ativacédo deste eixo integrado
com diversos outros sistemas neuroenddcrinos regula a fungéo vascular e a captacéo de energia,
facilitando as respostas comportamentais adequadas e servindo assim, para manter a
homeostase (MEANEY et al., 1993; MEERLO et al., 1999). Para que isto ocorra, 0s neurénios
do ndcleo paraventricular (PVN) do hipotalamo sintetizam e secretam o0 horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), que irdo atuar ativando a hipdfise anterior
e promovendo a liberagdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH). Este, por sua vez ird
promover a secrecdo de glicocorticoides pelo cortex da adrenal, glicocorticoides estes que
servem para regular diversas funcdes que visam a manutencdo dos processos metabolicos
béasicos e a regulacdo do organismo em resposta ao estresse (HANDA et al. , 1994; HERMAN
& CULLINAN, 1997).

Em muitas espécies, o periodo de lactacdo representa uma condicdo fisioldgica Unica
gue esta associada com mudancas comportamentais, metabdlicas, na plasticidade morfologica
central e em func@es neuroendocrinas (WALKER et al., 2004) Assim, em mamiferos, o periodo
logo apds o parto é um periodo diferente na vida tanto das médes como na vida dos filhotes, pois

ambos estdo em um periodo em que varios processos ocorrem de modo particular. Um exemplo



disso, é que tanto filhotes como fémeas lactantes possuem uma resposta diferenciada aos
fatores normalmente estressores. Em ratas lactantes h4 uma inibicdo da resposta ao estresse,
embora a resposta ao estresse gerado por eventos relacionados ao filhote se mantém. Desse
modo, em fémeas lactantes a resposta ao estresse parece voltada a eventos que potencialmente
podem colocar em risco os filhotes. Estressores que representam uma ameaca direta ao filhote
poderiam providenciar um componente de medo suficiente para eliminar a hiporresponsividade
ao estresse e induzir uma potente resposta neuroendécrina e comportamental nas mées lactantes
(WALKER et al., 2004). Essas alteragdes ndo sdo exclusivas de ratos, em humanos, por
exemplo, mulheres lactantes respondem com aumento de cortisol em resposta a videos em que
bebés estdo em situacOes de potencial risco as suas integridades fisicas. Esse aumento de
cortisol ndo ocorre quando mulheres lactantes assistem a videos em que ndo ocorre essa
situacdo (potencial risco a bebés) enquanto que mulheres ndo lactantes respondem com
aumento de cortisol a esses mesmos videos. Essa relacdo entre mae-filhote € tdo marcante que
se postula que ndo existam os seres mae e filhote em separados existiria apenas o ente
mae-filhote, ja que ndo se poderia ocorrer méde sem filhote e nem filhote sem mée.

Em filhotes de mamiferos ha um evidente periodo nos quais as respostas ao estresse
estdo diminuidas. Em filhotes de ratos esse periodo se caracteriza pela diminuicdo da resposta a
eventos normalmente estressores em adultos. Ha baixas concentragdes de corticosterona
plasmatica, baixas concentrac6es hipofisiarias de ACTH e baixas concentracdes hipotalamicas
de CRH. Assim, estimulos que em adultos normalmente levariam ao aumento de ACTH e
consequentemente de glicocorticdides sdo incapazes de fazé-lo em animais neonatos, poupando
o filhote dos efeitos permanentes gerados pela exposicdo aos glicocorticoides durante o
desenvolvimento sobre o crescimento e diferenciacdo de diversos sistemas, incluindo o sistema
nervos central (SNC). Em ratos, esse periodo particular se estende ao longo das duas primeiras

semanas de vida e é chamado de Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (LEVINE, 2001;



SAPOLSKY & MEANEY, 1986). O fim desse periodo de hiporresponsividade coincide com o
inicio das atividades da amigdala.

Embora os glicocorticdides sejam os principais horménios avaliados quando se trata de
respostas relacionadas ao estresse a prolactina (PRL) também responde aos estimulos
estressores. Na verdade, o0 estresse juntamente com a succdo mamilar e o aumento dos
estrogenos sao os estimulos mais importantes para a secrecdo de prolactina. A prolactina é um
hormdnio peptidico adeno-hipofisiario cuja secrecdo esta sob controle tonico inibitério do eixo
hipotadlamo-hipofisiario, sendo que a dopamina produzida pelos neurbnios
tuberoinfundibulares dopaminérgicos possui especial relevancia nesse controle tdnico
inibitorio. Em ratos os trés subtipos morfologicos de celulas secretoras de prolactina, 0s
lactotrofos tipo I, 11 e 111 s&o sensiveis a essa inibi¢do gerada pela dopamina (CHRISTIAN et al.,
2007). Tambem em ratos, a exposicao aguda a estressores resulta em um aumento nos niveis
plasmaticos de prolactina de modo mais precoce e fugaz que da corticosterona: o0 pico
pOs-estresse ocorre mais rapidamente e dentro de 15 minutos retorna aos valores basais
(WAKABAYASHI et al., 1971).

Estudos sobre as consequéncias da exposicao ao estresse em modelos animais utilizam
varias formas de estresse que sd0 menos ou mais proximas dos eventos estressores aos quais
essas espécies normalmente sdo expostas na natureza. Atualmente, ha justamente uma procura
por modelos de estresse que tentam mimetizar ou que sejam ao menos mais proximos dos
eventos estressores que normalmente sdo impostos na natureza as espécies comumente usadas
como animais de laboratério. Nessa linha de pensamento, estressores que interfiram no preparo
da fémea para a chegada dos filhotes podem ser vistos como eventos estressores mais “naturais”.
Para as fémeas prenhas a construcdo de um ninho para abrigar os futuros filhotes é um evento
importante para varias espécies de animais, pois vai ser no ninho que a fémea vai abrigar,

proteger, aquecer e alimentar seus filhotes. A falta de condigdes para a obtengdo de um ninho



razodvel é fonte geradora de estresse para a fémea prenha e é considerada um modelo de
estresse psicossocial. Assim, em animais de laboratorio modelos experimentais em que a fémea
é colocada em situacGes onde a construgdo de um ninho adequado é dificultada (ou até mesmo
impedida) se constitui como um modelo de estresse que tenta representar situacdes estressoras
possivelmente encontradas na natureza.

Em espécies que se comportam como presas a exposicao ao predador é obviamente um
evento naturalmente estressor. Assim, para ratos a exposicdo a um gato (Felis catus) é um
evento gerador de robustas respostas ao estresse. A introdugdo de um gato por quinze minutos
em uma colbnia de ratos gera profundos impactos nestes animais. Durante mais de trinta
minutos estes animais emitem altas taxas de vocalizagdes de 22 kHz que séo entendidas pelos
demais ratos como um alarme sinalizador da presenca de perigo (BLANCHARD &
BLANCHARD, 2003). Em ratos, o efeito desencadeado pelo predador pode ser gerado sem a
presenca fisica do predador, basta que haja seu cheiro (APFELBACH, et al., 2005).

O forte efeito dos odores de gato e raposa no comportamento de ratos de laboratério
(individuos estes ndo expostos a esses odores ha muitas geracdes) somente pode ser explicado
como sendo uma reacdo inata. Parece provavel que o efeito aversivo do odor de predador
somente pode existir se 0 predador e a presa tenham uma longa historia evolutiva em paralelo
de modo que a presa torne-se geneticamente pré-disposta a evitar os odores de seus predadores
simpétricos (APFELBACH, et al., 2005). Um estudo de BLANCHARD et al. (2003)
demonstrou que € possivel que o odor presente na pele de gatos tenha um efeito ansiogénico
mais profundo do que outros odores de gato como fezes e urina: comparando-se esses odores,
somente o pano esfregado previamente em um gato foi capaz de produzir condicionamento de
medo contextual ao ambiente em que foi apresentado ao odor. E, essas respostas aparentemente

ndo dependem do género do predador, para 0 camundongo ou o rato ndo faz diferenca se o gato



é uma fémea em estro ou um macho dominante: ambos representam ameaca (APFELBACH, et

al., 2005).
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OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Este trabalho tem como objetivo verificar possiveis alteracbes comportamentais e
neuroenddcrinas em filhotes fémeas e machos de ratas estressadas no periodo perinatal, ou seja,
em filhotes de ratas estressadas durante o final da gestacdo e/o logo apds o parto. O modelo
utilizado se trata de uma adaptacéo do protocolo experimental desenvolvido por FENOGLIO et
al., (2006) cujo estimulo estressante aplicado em ratas lactantes foi a reducéo do substrato para
a construcdo do ninho. O estresse por reducéo de substrato € um estimulo mais proximo ao que
pode ocorrer na natureza e esta relacionado ao comportamento maternal, pois durante os
ultimos dias de gestacdo as ratas ja comecam a preparar o ninho que serd mantido durante toda
a lactacdo. Pretendemos com isso associar o estresse a uma atividade normalmente presente no
comportamento maternal. Além disso, no primeiro dia apds o parto, a rata foi exposta
agudamente a um predador natural (gato — adaptado de PATIN et al., 2002). Assim, o presente
protocolo combina estresse materno pré-natal e pos-natal.

Importante salientar que esta dissertacédo tem como objeto analisar os efeitos do estresse
perinatal apenas sobre os filhotes (fémeas e machos) e ndo sobre a rata prenha que foi
estressada. Esta parte dos efeitos sobre a mée faz parte da dissertacdo de mestrdo do aluno

Charles Francisco Ferreira, ou seja, nossos trabalhos ocorreram de modo integrado.

2.2 Objetivos Especificos
v Avaliar se no 9° dia pds-parto os filhotes fémeas e machos dos diferentes grupos
experimentais apresentam preferéncia pelo odor maternal (Teste de Preferéncia
Olfatéria). O odor maternal é aqui representado pelo odor da maravalha do

ninho.
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v Avaliar a concentracdo de horménios plasmaticos relacionados com as respostas
ao estresse: verificar a influéncia do estresse perinatal sobre as concentracGes
plasmaéticas de corticosterona e prolactina em filhotes fémeas e machos no 1° dia

poOs-parto.

v" Avaliar a influéncia do estresse perinatal sobre a concentracdo de ocitocina

liquorica (ocitocina central) em filhotes fémeas e machos no 1° dia pds-parto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

3.1.1 Comité de Etica em Pesquisa Institucional

O comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisou
0 projeto niumero 200795 em 20 de novembro de 2008, reunido nimero 39, ata nimero 119.

O mesmo foi aprovado por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com a

Resolucdo 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saude.

3.1.2 Fémeas

Foram utilizadas ratas fémeas adultas ndo prenhas (aproximadamente 40 dias), da
variedade Wistar, provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As
mesmas foram transferidas ao biotério setorial do laboratorio de Neuroendocrinologia do
Comportamento e acondicionadas em caixas-residéncia com mais trés ou quatro fémeas. Em
torno dos 45-50 dias de vida essas ratas entraram no protocolo diario de coleta de secrecao
vaginal para se determinar com precisao as fases do ciclo estral e consequentemente quando
estariam sexualmente ativas (proestro). Assim, apresentando-se na fase estral proestro as ratas
foram colocadas individualmente em caixas juntamente com um macho sexualmente ativo
durante as primeiras horas do periodo noturno do ciclo. No dia seguinte, a fémea retornava para
sua caixa residéncia original sendo coletada novamente secrecdo vaginal para podermos
assegurar a prenhez dela através da presenca de espermatozoides e a confirmacao do estro. Esse
monitoramento diario foi feito para que a data do parto pudesse ser prevista com maior precisao,
uma vez que as ratas deveriam ser separadas em caixas-residéncia individuais sete dias antes do

parto. Neste ponto as fémeas foram divididas em dois grandes grupos: o primeiro foi aquele em
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que as fémeas foram para caixas moradias padrdes e o outro em que foram para caixas moradias

com restricdo de maravalha.

3.1.3 Filhotes

Os filhotes podem ser divididos basicamente em trés grandes grupos:

v" Filhotes para coleta de plasma: um dia ap6s o nascimento (DPN 1) os filhotes
foram decapitados para a coleta de sangue que foi usado para as dosagens
hormonais no plasma sanguineo. Esses animais foram decapitados logo apos a
retirada de suas maes do ninho, até esse momento eles haviam permanecido com

elas em suas caixas residéncias.

v" Filhotes para coleta de liquor: um dia apés o nascimento (DPN 1) os filhotes
foram puncionados na cisterna magna para a coleta de fluido cerebroespinhal
Esses animais foram puncionados logo apos a retirada das maes do ninho, até

esse momento eles haviam permanecido com elas em suas caixas residéncias.

v Filhotes de Nove dias de vida (DPN 9): os filhotes foram mantidos juntamente
com a mée até o nono dia de vida. Durante este periodo a manipulacdo dos
mesmos (tanto da mae quanto dos filhotes) foi minimizada, pois foi analisado o
comportamento maternal durante os primeiros oito dias de vida. A Unica
manipulacdo que se manteve foi aquela necessaria para a padronizacdo do
namero de filhotes no primeiro dia pos-parto (padronizado com 08 filhotes por
ninhada). No 9° dia pds-natal foram separados dois filhotes por ninhada (um

macho e uma fémea) que foram utilizados nos protocolos experimentais que



14

avaliaram o efeito do estresse materno sobre o comportamento de Preferéncia
Olfatéria dos filhotes. Estes filhotes foram transferidos para outro
compartimento para a realizagdo dos experimentos abaixo descritos. Os demais
filhotes das ninhadas foram mantidos com a mée até o final dos experimentos
comportamentais com elas. Os testes comportamentais realizados nas ratas mées
foram os seguintes: Teste de Comportamento Agressivo Maternal, Nado

Forgado, Labirinto em Cruz Elevado e Campo Aberto (FERREIRA, 2010).

Todos os animais foram mantidos no biotério sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas,
com inicio da fase escura as 17:30 horas. A temperatura do biotério foi mantida constante em
torno de 22°C. Todos os animais tiveram livre acesso a &gua e a comida durante todo o periodo

desta pesquisa.
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3.2 Procedimentos de Estresse Maternal

O estresse perinatal a que as maes foram submetidas foi de dois tipos: estresse pré-natal

e estresse pds-natal.

3.2.1 Procedimento de Estresse Pré-Natal

Para a realizacdo do procedimento de estresse pré-natal, ratas prenhas com seu periodo
de gestacdo devidamente confirmado por analises do ciclo estral foram dispostas em
caixas-residéncia com restricdo de substrato (maravalha) (protocolo adaptado a partir de
FENOGLIO et al., 2006) uma semana antes da data prevista parao parto, permanecendo nessa
caixa até o 1° dia apds o parto (Fig. 1). Esse protocolo teve como objetivo restringir a
capacidade da fémea em construir um ninho adequado aos seus filhotes, ja que as mesmas usam
a maravalha para este fim. Aqui ao contrario dos aproximados 120 g que normalmente sdo
colocadas nas caixas-residéncias foram colocados apenas 20 g de maravalha dispostas sobre
uma lamina de papel filtro de 37,5 cm x 31 cm. A lamina de papel filtro foi usada para ajudar na
absorcdo da urina na falta de maravalha suficiente para isto (Fig. 2).

Durante o periodo gestacional, estas fémeas tiveram a manipulacdo de suas
caixas-residéncia minimizada, para que o agente estressor “redugdo de substrato” fosse 0
principal fator de impacto sobre o0 comportamento das mesmas. Portanto, suas caixas ndo foram
higienizadas nesta fase (durante os Ultimos sete dias de gestacdo). No primeiro dia pos-natal, as
fémeas que foram mantidas para posteriores testes comportamentais voltaram novamente ao
padrdo comum de higienizacédo das caixas-residéncia utilizados em nosso laboratorio (limpeza

das caixas realizada duas vezes por semana até o final do experimento).
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Modelo experimental

Ninho com restrigao de 4 | Periodo de Lactagdo (21 dias) |
maravalha
7 dias antes do parto
Dia0

Figura 1. Procedimento de estresse pré-natal.

Figura 2. Caixas-residéncia do protocolo de estresse pré-natal.

3.2.2 Procedimento de Estresse Pos-Natal

A realizacdo do procedimento de estresse pds-natal ocorreu no primeiro dia pds-parto.
No primeiro dia pés-natal (DPN 1) a caixa-residéncia contendo a fémea e sua ninhada foi
transferida durante o periodo escuro dos ratos do biotério setorial do laboratorio de
Neuroendocrinologia do Comportamento para uma sala de experimentos situada no mesmo
prédio. A caixa-residéncia foi entdo deixada por um determinado tempo nesta nova sala para
que a fémea e os filhotes pudessem se habituar ao novo ambiente. Depois habituados, uma
gaiola contendo um gato adulto foi disposta sobre a caixa-residéncia contendo a fémea e sua

ninhada (Fig. 3 e 4). Esta gaiola foi deixada nesta posicdo durante 15 minutos. Passados estes
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15 minutos a gaiola foi retirada de cima da caixa-residéncia por 15 minutos para entdo ser mais
uma vez recolocada sobre a caixa-residéncia por outros 15 minutos (protocolo adaptado de

PATIN et al., 2002) (Fig. 5).

Modelo experimental

Estresse com

Parto Predador

| A A

| Periodo Gestacional

v

[Dia0] [oPN1]

Figura 3. Procedimento de estresse pés-natal.

Figura 4. Gato sobre a caixa residéncia com a mée e filhotes. Note na segunda foto no canto direito 0s

filhotes reunidos no ninho.
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Modelo Experimental

Habituacdo ao ambiente Com Gato Sem Gato Com Gato

v

Figura 5. Esquema do estresse p6s-natal.

Todos os dados que se referem as mées foram utilizados pelo aluno de mestrado Charles
Francisco Ferreira em sua dissertacdo. A esta dissertacdo cabe a parte relacionada aos filhotes.

Aqui o interesse € observar os possiveis reflexos do estresse materno sobre sua prole.

3.3 Grupos Experimentais

Como ja descrito nos materiais e métodos no primeiro e no nono dia apds o parto foram
retirados filhotes de ninhadas cujas maes passaram ou ndo pelo estresse perinatal. Os grupos
experimentais aqui descritos tém como referencial a presenca ou auséncia de estresse perinatal
sobre as maes (e ninhada no caso do estresse pds-natal). Sobre os filhotes ndo ocorrera nenhuma
outra intervencdo, estando todos 0s grupos sujeitos aos mesmos protocolos. Desse modo,
possiveis diferencas entre 0s grupos estariam relacionadas a presenca/auséncia do estresse
perinatal materno.

Assim, é necessario primeiro mostrar os diferentes grupos de médes para ai entdo

descrever 0s grupos experimentais, ou seja, os diferentes grupos de filhotes.

v' Ma@es Controle: ratas fémeas que tanto ao longo da gestacdo como apds o parto ndo
foram submetidas a nenhum tipo de estresse, estando sujeitas apenas aos procedimentos

padrdes do biotério.
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v' Maes sujeitas ao Estresse Pré-natal: esses animais foram submetidos ao protocolo de
estresse por restricdo de maravalha (Fig. 1).

v' Maes sujeitas ao Estresse Pds-natal: esses animais foram submetidos ao protocolo de
estresse por apresentacdo ao predador natural (gato) no dia um poés-parto (Fig. 3).

v Mades sujeitas ao Estresse Pré e Pds-natal: esses animais foram submetidos ao protocolo
de estresse por restricdo de maravalha e foram apresentadas ao gato no dia um ap6s o

parto.

A partir destes diferentes grupos de mées os filhotes foram distribuidos nos seguintes

grupos experimentais:

v Grupo controle (Controle): sao os filhotes (fémeas e machos) retirados das ninhadas de
Mées Controle, ou seja, filhos de ratas que foram colocadas em caixas-residéncia e nao

sofreram nenhuma intervencao durante o periodo perinatal.

v" Grupo estresse maravalha (Estresse Pré): séo os filhotes (fémeas e machos) retirados

das ninhadas de Maes sujeitas ao Estresse Pré-natal, ou seja, filhotes de ratas que foram
colocadas em caixas-residéncia contendo pouco substrato para fazer seu ninho, mas que

ndo foram submetidas ao estresse com predador.

v' Grupo estresse predador (Estresse Pds): sdo os filhotes (fémeas e machos) retirados das
ninhadas de Maes sujeitas ao Estresse Pos-natal, ou seja, filhotes de ratas que foram
colocadas em caixas-residéncia cujo substrato ndo sera restringido, mas que no dia um

(DPN 1) pos-parto foram submetidas ao estresse com predador.
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v' Grupo estresse maravalha-predador (Estresse Pré+Po6s): sdo os filhotes (fémeas e

machos) retirados das ninhadas de Maes sujeitas ao Estresse Pré e Pds-natal, ou seja,
filhotes de ratas que foram colocadas em caixas-residéncia contendo pouco substrato
para construcao do ninho durante o periodo pré-natal e que no dia um (DPN 1) pds-parto

foram apresentadas ao predador.

Para todos os grupos descritos anteriormente a idade em que os filhotes foram
submetidos aos protocolos experimentais foi de nove dias (DNP 9) para o Teste de Preferéncia
Olfatoria e de um dia (DPN 1) para a coleta de plasma sanguineo e liquor. Considera-se o dia
do parto como sendo o dia zero (DPN 0). Para cada ninhada de filhotes foram retirados apenas
uma fémea e um macho para o Teste de Preferéncia Olfatoria, ja para a coleta de plasma e liquor
foram utilizados todos os animais de cada ninhada devidamente separados por sexo. Assim,
utilizamos trés grandes grupos de animais: o0 primeiro para o Teste de Preferéncia Olfatoria, o
segundo para a coleta de plasma sanguineo e o terceiro para a coleta de liquor.

Cabe aqui ressaltar que tanto o protocolo de estresse pds-natal como o teste
comportamental e as coletas de plasma e liquor foram realizadas durante o ciclo escuro dos
animais, uma vez que ratos sdo animais de habitos tipicamente noturnos e queriamos, na

medida do possivel, tentar chegar mais proximo do que pode acontecer na natureza.
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3.4 Experimentos

3.4.1 Experimento I: Teste de Preferéncia Olfatéria

O teste de Preferéncia Olfatoria foi realizado em uma caixa de acrilico de 34 cm de
largura x 40 cm de comprimento x 24 cm de altura (Fig. 6). Essa caixa foi dividida em duas
areas de 19 cm por uma zona neutra de 2 cm. No inicio de cada teste, 300 mL de maravalha
limpa e 300 mL de maravalha do ninho da caixa residéncia foram colocadas cada uma em um
canto de uma ou outra area. Filhotes machos e fémeas foram colocados na linha que determina
a zona neutra, encostado na parede oposta com a regido da cabeca voltada para as areas com
maravalhas, conforme mostra a figura 7, de modo que o filhote pudesse escolher entre duas
areas com odores diferentes: odor de maravalha limpa e odor do ninho (impregnado pelo odor
materno). O comportamento de cada filhote foi filmado por 1 minuto. Ao fim dessa filmagem a
caixa foi limpa com alcool 70% e as maravalhas trocadas de lado, ou seja, onde estava a
maravalha limpa foi colocada a maravalha do ninho da caixa residéncia e onde estava a
maravalha do ninho da caixa residéncia foi colocada a maravalha limpa. Ap6s, 0 mesmo filhote
foi testado novamente. Esse procedimento de troca das maravalhas e novo teste ocorreram
cinco vezes com um intervalo de 2 minutos entre os testes, conforme mostra o esquema da
figura 8. Os videos foram analisados com o auxilio do programa Noldus Observer (Noldus
Information Technology, Holanda), onde se verificou:

v A preferéncia entre os lados com diferentes maravalhas (limpa e do ninho) nos
diferentes grupos experimentais;

v" O tempo total de locomocao dos filhotes nos diferentes grupos experimentais;

v' A frequéncia de chegada em ambas as maravalhas (limpa e do ninho) nos

diferentes grupos experimentais;
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v O tempo total em que os animais ficaram em cada uma das areas (area contento
maravalha limpa e area contendo maravalha do ninho) nos diferentes grupos
experimentais;

v" O tempo em que os filhotes ficaram sobre cada uma das maravalhas (limpa e do

ninho).

Os resultados foram expressos pela soma dos dados (tempo/frequéncia) nos cinco testes
para cada filhote, de modo que cada filhote tem apenas um conjunto de dados ao invés de cinco,
totalizando 300 segundos de tempo total para cada animal.

Para o Teste de Preferéncia Olfatoria os dados de ambos 0s sexos foram expressos pela
média + EPM e analisados em separados (apenas fémeas ou apenas machos) utilizando os

seguinte testes estatisticos:

v’ teste t de Student quando se comparou dentro de cada um dos quatro grupos
experimentais (Controle, Estresse Pré, Estresse Pos e Estresse Pré+Pos) de
fémeas e machos o tempo em que esses animais permaneceram de um lado ou

outro da caixa (lado com maravalha limpa ou lado com maravalha do ninho);

v ANOVA (Analise da variancia) de uma via seguido de Newman-Keuls como
pés-teste quando se comparou a locomogdo entre 0s quatro grupos
experimentais (Controle, Estresse Pré, Estresse POs e Estresse Pré+Pos) de

filhotes fémeas e entre 0s quatro grupos experimentais de filhotes machos;

v" ANOVA de duas vias seguido de Newman-Keuls quando as variancias foram
homogéneas e Kruskal-Wallis com teste de Dunn como pds-teste quando as

variancias foram heterogéneas. Estes testes foram utilizados em fémeas e
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machos (separadamente) quando se comparou parametros que envolviam duas

interacOes (grupos X maravalhas).

A homogeneidade entre as variancias foi testada com o teste de Bartlett. Sempre se

considerou uma diferenca significativa quando p< 0,05.

Figura 6. Caixa onde foi realizado o Teste de Preferéncia Olfatoria.

Figura 7. Filhote posicionado sobre a linha neutra no inicio da filmagem.



2 min 2 min 2 min 2 min
intervalo intervalo intervalo intervalo
1min 1min 1min 1min 1min
teste teste teste teste teste

Figura 8. Esquema do teste de Preferéncia Olfatoria.
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3.4.2 Experimento Il: Concentracdo de hormoénios relacionados com as

respostas ao estresse

Em todos os grupos a caixa residéncia permaneceu no interior do biotério até o inicio do
ciclo escuro do primeiro dia pés-parto (DPN 1) para entdo ser removida e levada para outras
salas. Nos grupos Controle e Estresse Pré a caixa-residéncia foi levada diretamente para uma
sala anexa ao biotério para os animais serem decapitados rapidamente. J& nos grupos que
passaram pelo estresse pos-natal (grupos Estresse Pés e Estresse Pré+P0s) as caixas-residéncia
foram levadas para a sala onde se deu o estresse pos-natal para logo apos os 45 minutos do
protocolo de estresse 0s animais serem decapitados.

Logo antes que os filhotes fossem decapitados as ratas mées foram retiradas do ninho e
decapitadas para a coleta de sangue. Em seguida os filhotes foram decapitados e seus sangues
coletados através de eppendorfs previamente heparinizados e mantidos no gelo. Ndo foram
utilizados tubos de ensaio devido ao pouco volume de sangue coletado de cada animal, se
fossem utilizados tubos de ensaio boa parte da amostra se perderia escorrendo pelas paredes do
tubo. As amostras foram entdo centrifugadas a 3500 rpm por 20 minutos a 4°C. Aqui cabe
ressaltar que apenas com a velocidade de 3500 rpm por 20 minutos é que foi possivel separar o
plasma sanguineo dos filhotes, com velocidades mais baixas e por menos tempo como utilizado
no sangue das ratas maes (3000 rpm por 15 minutos) ndo foi possivel. Apds a centrifugacdo os
plasmas foram retirados e congelados em duplicatas em freezer a -70°C para posterior
quantificacdo dos horménios por radioimunoensaio. As dosagens foram realizadas no
laboratorio do Prof. Celso R. Franci na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e os

horménios dosados foram: corticosterona e prolactina.

Tanto na dosagem de corticosterona como na de prolactina foram utilizados um pool de

animais do mesmo sexo. Assim, em cada ninhada logo apos a decapitagdo das maes os filhotes
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foram separados em fémeas e machos (Fig. 9) e seus sangues coletados em um mesmo
eppendorf, ou seja, cada ninhada resulta em duas amostras de plasma: uma com um pool de
todas as fémeas e a outra com um pool de todos os machos. Isso teve que ser feito pelo baixo

volume de sangue que se consegue extrair de animais com um dia de vida, sendo que isso é

ainda mais evidente nas filhotes fémeas.

Figura 9. Filhotes separados por sexo antes do inicio das coletas.

Para as dosagens de corticosterona e prolactina os dados de fémeas e machos foram
expressos pela média £ EPM e analisados em separados utilizando ANOVA de uma via seguido
de Newman-Keuls quando as variancias foram homogéneas e Kruskal-Wallis com teste de
Dunn como pos-teste quando as variancias foram heterogéneas. A homogeneidade entre as
variancias foi testada com o teste de Bartlett. Sempre se considerou uma diferenca significativa

quando p< 0,05.
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3.4.3 Experimento I11: Concentracéo de ocitocina (OT) no liquor

Em todos os grupos a caixa residéncia permaneceu no interior do biotério até o inicio do
ciclo escuro do primeiro dia pés-parto (DPN 1) para entdo ser removida e levada para outras
salas. Nos grupos Controle e Estresse Pré a caixa-residéncia foi levada diretamente para uma
sala anexa ao biotério para a coleta de liquor, ja nos grupos que passaram pelo estresse pos-natal
(grupos Estresse Pds e Estresse Pré+Pds) os animais passaram primeiramente pelo protocolo
de estresse para entdo se proceder a coleta de liquor.

Assim que a caixa-residéncia era trazida para a sala de coleta a mée era imediatamente
separada dos filhotes e anestesiada para posterior coleta do liquor. Enquanto isso os filhotes
eram separados em fémeas e machos para em seguida serem puncionados. A técnica utilizada
para a coleta de liquor foi baseada no protocolo descrito por CONSIGLIO & LUCION
(Technique for collecting cerebrospinal fluid in the cisterna magna of non-anesthetized rats):
os filhotes foram gentilmente segurados com uma das méos com a cabeca voltada para baixo de
tal modo que era possivel visualizar a cisterna magna através da transparéncia da pele, com a
outra mdo um escalpe (dispositivo para infusdo intravenosa) de 27 G foi inserido verticalmente

na cisterna magna (Fig. 10).

Figura 10. Esquema da puncéo de liquor da cisterna magna (CONSIGLIO & LUCION, 2000).

Assim que o escalpe era inserido um fluxo de liquor subia espontaneamente por

ele, (Fig. 11) em seguida, o escalpe era retirado do animal e sua extremidade colocada dentro de
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um eppendorf para entdo se acoplar uma seringa na outra extremidade do escalpe. Essa seringa
tinha como Unica fungdo empurrar o contedo de dentro do escalpe para dentro do eppendorf

assim, quando era acoplada ja estava com o émbolo pronto para isso. Logo apés a coleta o

animal era decapitado.

Figura 11. Puncdo onde se observa o liquor fluindo pelo escalpe (seta).

Assim como nas dosagens de prolactina e corticosterona foi utilizado um pool de
animais do mesmo sexo. Assim, as amostras de animais do mesmo sexo de uma mesma ninhada
foram coletados em um mesmo eppendorf, ou seja, cada ninhada resultou em duas amostras de
liguor: uma com um pool de todas as fémeas e a outra com um pool de todos os machos. 1sso
teve que ser feito pelo baixo volume extraido de animais com um dia de vida, sendo que isso €é
ainda mais evidente nos filhotes fémeas. As amostras foram entéo centrifugadas a 3000 rpm por
10 minutos a 4°C e estocadas em freezer a -70°C para posterior quantificacdo da ocitocina pela
técnica de Elisa (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) no laboratério da Prof.? Carla

Dalmaz do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Para a dosagem de ocitocina os dados de fémeas e machos foram expressos pela média +

EPM e analisados em separados utilizando uma ANOVA de uma via. A homogeneidade entre
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as variancias foi testada com o teste de Bartlett. Sempre se considerou uma diferenca

significativa quando p< 0,05.
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3.5 Descarte dos Animais

Apos a realizacdo dos testes comportamentais os filhotes foram mortos por decapitacéo
e juntamente com os cadaveres dos animais usados nos testes bioquimicos foram mantidos no
freezer setorial do Laboratdrio de Neuroendocrinologia do Comportamento (Instituto Ciéncias
Basicas da Saude) para entdo serem encaminhados ao biotério central da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul para posterior descarte apropriado.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento |
Teste de Preferéncia Olfatoria

Para todos os dados relacionados ao Teste de Preferéncia Olfatéria o nimero de animais

por grupo (n) foi:

Grupo Controle Fémeas: 13; Grupo Controle Machos: 13;

Grupo Estresse Pré Fémeas: 15; Grupo Estresse Pré Machos: 14;
Grupo Estresse Pds Fémeas: 9; Grupo Estresse Pds Machos: 11;
Grupo Estresse Pré+Pds Fémeas: 13. Grupo Estresse Pré+Pds Machos: 13.

Os graficos estdo expressos em médias + erros médios padrdes (E.P.M.).

Os resultados desse experimento demonstram que o estresse perinatal aqui empregado
foi capaz de desencadear alteracdes no comportamento dos filhotes de se direcionar ao cheiro
da md em DPN 9. Quando a preferéncia olfatoria foi analisada dentro de cada grupo
experimental sem levar em consideracdo os demais grupos ja foi possivel perceber o efeito do
estresse pos natal nas fémeas (Gréaficos 1 ¢ e 1 d) e nos machos (Gréafico 6 c).

O tempo total de locomocéo nao foi diminuido pelo estresse perinatal (Graficos 2 e 7).

A preferéncia olfatoria também foi avaliada comparando-se os quatro grupos de fémeas

entre si e 0s quatro grupos de machos entre si através tanto da frequéncia de chegada (Gréaficos

3 e 8) como do tempo sobre as areas (Graficos 4 e 9) e sobre as maravalhas (Gréaficos 5 e 10):
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v A frequéncia de chegada as maravalhas também indicou o efeito do estresse
pos-natal sobre as fémeas (Grafico 3), pois as fémeas dos grupos Estresse Pos e
Estresse Pré+P3s se direcionaram (chegaram) igualmente a ambas maravalhas.

v" O tempo em que os filhtoes ficaram sobre as areas com maravalhas novamente
demonstra o efeito do estresse pds-natal sobre fémeas e também sobre os
machos, pois estes animais (grupos Estresse POs e Estresse Pré+Pos)
permaneceram um tempo semelhante em ambos os lados das caixas (Graficos 4
e9).

v/ Ja 0 tempo em que esses animais permaneceram diretamente sobre as
maravalhas demonstrou um efeito mais amplo do estresse perinatal , uma vez
que os animais de todos 0s grupos submetidos ao estresse (tanto pré como
poOs-natal) apresentaram tanto em fémeas como em machos perda da preferéncia
pela maravalha do ninho (Gréaficos 5 e 10). No caso dos machos a auséncia de
preferéncia do grupo Controle talvez possa ser explicada por um erro amostral

apontado nas discussdes dessa dissertacao.
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4.1.1 Fémeas

Preferéncia entre as Maravalhas nos Diferentes Grupos

Controle Fémeas Estresse Pré Fémeas
300- 300-
B 2001 b % 2001 b
2 a 2 a
; = 5
— 100 ~ 1004
0 T 0 T
Limpa Ninho Limpa Ninho
Maravalhas Maravalhas
Estresse Pds Fémeas Estresse Pré+Pds Fémeas
3001 300+
@ 2007 a = 2004
2 I a S
g a
) €
1004 m— i
= & 1004
0 T
Limpa Ninho 0 T
Limpa Ninho
Maravalhas Maravalhas

Graficos 1a - 1d. MEDIA + E.P.M. do tempo nas areas das maravalhas em filhotes fémeas em DPN 9
nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados utilizando teste t sendo considerada
uma diferenca significativa quando p< 0,05. Em cada um dos quatro graficos (Controle Fémeas, Pré
Fémeas, P6s Fémeas e Pré+Pds Fémeas) colunas cujos valores sdo estatisticamente diferentes entre si
foram representadas por letras diferentes (a,b), enquanto colunas cujos valores ndo sdo estatisticamente
diferentes entre si foram representados por letras iguais.
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Locomocao Total
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Graéficos 2. MEDIA + E.P.M. do tempo total de locomogao em filhotes fémeas em DPN 9 nos diferentes
grupos experimentais. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de uma via com Newman-Keuls
como pos-teste. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram representadas nas
colunas atraveés de letras diferentes (a,b) quando p< 0,05. Colunas com letras iguais entre si indicam falta
de diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p> 0,05).

Frequéncia de Chegada nas Maravalhas
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Graficos 3. MEDIA + E.P.M. da frequéncia de chegada nas areas contendo maravalhas (limpa ou do
ninho) em filhotes fémeas em DPN 9 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados
utilizando ANOVA de duas vias (interagdo entre grupos e maravalhas) com Newman-Keuls como
pos-teste. Comparou-se a frequéncia de chegada nas maravalhas dentro de cada grupo e entre 0s grupos,
de modo que diferencas estatisticamente significativas na frequéncia de chegada nas maravalhas limpa e
do ninho em cada grupo e/ou entre os grupos foram representadas nas colunas atraves de letras
diferentes (a, b) quando p< 0,05. Colunas com letras iguais entre si indicam falta de diferenca
estatisticamente significativa na frequéncia de chegada nas maravalhas dentro e/ou entre os grupos (p>
0,05).
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Tempo nas Areas com Maravalhas
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Graéficos 4. MEDIA + E.P.M. do tempo em que os filhotes fémeas ficaram em cada uma das duas areas
(&rea contendo maravalha limpa e area contendo maravalha do ninho) em DPN 9 nos diferentes grupos
experimentais. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de duas vias (interacdo entre grupos e
maravalhas) com Newman-Keuls como pés-teste. Diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos foram representadas nas colunas através de letras diferentes (a, b) quando p< 0,05. Colunas com
letras iguais entre si indicam falta de diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p> 0,05).
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Graficos 5. MEDIA + E.P.M. do tempo sobre as maravalhas (limpa e do ninho) em filhotes fémeas em
DPN 9 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com Kruskal-Wallis (interacio
entre grupos e maravalhas) com teste de Dunn como poés-teste. Diferencgas estatisticamente significativas
entre os grupos foram representadas nas colunas através de letras diferentes (a, b) quando p< 0,05.
Colunas com letras iguais entre si indicam falta de diferenca estatisticamente significativa entre o0s
grupos (p> 0,05).



36

Preferéncia entre as Maravalhas nos Diferentes Grupos

4.1.2 Machos
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Gréficos 6a - d. MEDIA + E.P.M do tempo nas areas das maravalhas em filhotes machos em DPN 9 nos
diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados utilizando teste t sendo considerada uma
diferenca significativa quando p< 0,05. Em cada gréfico colunas cujos valores sdo estatisticamente
diferentes entre si foram representadas por letras diferentes (a,b), enquanto colunas cujos valores ndo
sdo estatisticamente diferentes entre si foram representados por letras iguais.
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Gréficos 7. MEDIA + E.P.M. do tempo total de locomogdo em filhotes machos em DPN 9 nos
diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de uma via, sendo
considerada uma diferenca estatisticamente significativa apenas quando p< 0,05. As letras iguais em
cima das colunas representam a falta de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p>
0,05) na Locomocao Total.
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Graficos 8. MEDIA + E.P.M. da frequéncia de chegada nas areas contendo maravalhas (limpa ou do
ninho) em filhotes machos em DPN 9 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados
com Kruskal-Wallis (interacdo entre grupos e maravalhas), sendo considerada uma diferenca
estatisticamente significativa quando p< 0,05. As letras iguais em cima das colunas representam a falta
de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p> 0,05) na Frequéncia de Chegada nas
Maravalhas.
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Tempo nas Areas com Maravalhas
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Graéficos 9. MEDIA + E.P.M. do tempo em que os filhotes machos ficaram em cada uma das duas areas
(area contendo maravalha limpa e area contendo maravalha do ninho) em DPN 9 nos diferentes grupos
experimentais. Os dados foram analisados utilizando ANOVA de duas vias (interacdo entre grupos e
maravalhas) com Newman-Keuls como pés-teste. Diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos foram representadas nas colunas atraves de letras diferentes (a, b, ¢, d) quando p< 0,05. Colunas

com letras iguais entre si indicam falta de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p>
0,05).
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Graficos 10. MEDIA + E.P.M. do tempo sobre as maravalhas (limpa e do ninho) em filhotes machos em
DPN 9 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com Kruskal-Wallis (interacdo
entre grupos e maravalhas) com teste de Dunn como pos-teste. Diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos foram representadas nas colunas através de letras diferentes (a, b, c)
guando p< 0,05. Colunas com letras iguais entre si indicam falta de diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p=> 0,05).
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4.2 Experimento 11

Concentracao de hormonios relacionados com as respostas ao estresse dosados por

Radioimunoensaio (RIA).

Para todos os dados obtidos através da técnica de RIA o nimero de animais por grupo (n) foi:

Grupo Controle Fémeas:  15; Grupo Controle Machos: 16;

Grupo Estresse Pré Fémeas: 16; Grupo Estresse Pré Machos: 16;
Grupo Estresse Pés Fémeas: 17; Grupo Estresse Pés Machos: 14;
Grupo Estresse Pré+Pds Fémeas: 18. Grupo Estresse Pré+P6s Machos: 19.

Os graficos estdo expressos em médias + erros médios padroes (E.P.M.).

Os resultados desse experimento demonstram que o estresse perinatal aqui empregado teve
efeitos diferentes sobre a concentracdo plasmatica de corticosterona e prolactina de fémeas e machos de
um dia de vida (DPN 1).

No caso da corticosterona 0s estresses combinados (grupo Estresse Pré+Po6s) em fémeas
levaram a uma tendéncia de aumento em relacdo ao grupo Controle (Grafico 11) engquanto que nos
machos ocorreu uma diminuicdo desse mesmo hormoénio em todos os grupos submetidos ao estresse
guando comparados ao grupo Controle (Gréafico 12).

Ja emrelacdo a prolactina foi observado efeito do estresse perinatal apenas nas fémeas (Grafico
13) enquanto que nos machos todos os grupos tiveram resultados semelhantes (Grafico 14). Nas fémeas
a prolactina seguiu 0 mesmo padrdo da corticosterona, ou seja, 0 estresse combinado levou a uma

tendéncia de aumento em relagdo ao grupo Controle.
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4.2.1 Corticosterona
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Gréficos 11. MEDIA + E.P.M. da concentragdo plasmatica de corticosterona em filhotes fémeas em
DPN 1 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com Kruskal-Wallis com teste
de Dunn como pos-teste. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram representadas
nas colunas através de letras diferentes (a, b) quando p< 0,05. Colunas com letras iguais entre si indicam
falta de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=> 0,05).
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Gréficos 12. MEDIA + E.P.M. da concentragio plasmatica de corticosterona em filhotes machos em
DPN 1 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com ANOVA de uma via com
Newman-Keuls como pos-teste. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram
representadas nas colunas através de letras diferentes (a, b) quando p< 0,05. Colunas com letras iguais
entre si indicam falta de diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (p> 0,05).
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4.2.2 Prolactina
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Gréficos 13. MEDIA + E.P.M. da concentragdo plasmatica de prolactina em filhotes fémeas em DPN 1
nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com ANOVA de uma via com
Newman-Keuls como pos-teste. Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos foram
representadas nas colunas através de letras diferentes (a, b) quando p< 0,05. Colunas com letras iguais
entre si indicam falta de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=> 0,05).

Prolactina Machos

10.0+ a
a
7.5+ a
_ I a
£ 50-
(@)
c I
2.5+ I
00 ] | n | |
Controle Estresse Pré Estresse P6s Estresse Pré+Pés

Grupos

Gréficos 14. MEDIA + E.P.M. da concentragio plasmatica de prolactina em filhotes machos em DPN 1
nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com Kruskal-Wallis. As letras iguais
em cima das colunas representam a falta de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p>
0,05) na concentracdo de prolactina dos filhotes machos.
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4.3 Experimento 111
Concentracdo de ocitocina liquérica dosada por Elisa (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay).

Para todos 0s dados obtidos através da técnica de Elisa o nimero de animais por grupo

(n) foi:

Grupo Controle Fémeas: 8; Grupo Controle Machos: 7;

Grupo Estresse Pré Fémeas: 6; Grupo Estresse Pré Machos: 7;
Grupo Estresse Pés Fémeas: 8; Grupo Estresse Pds Machos: 9;
Grupo Estresse Pré+Pds Fémeas: 7. Grupo Estresse Pré+Pds Machos: 6.

Os graficos estdo expressos em médias + erros médios padroes (E.P.M.).

Os resultados desse experimento demonstram que o estresse perinatal aqui empregado ndo teve
efeito sobre a concentracao de ocitocina central de fémeas (Gréafico 15) e machos (Grafico 16) de ratos

de um dia de vida (DPN 1).
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Gréficos 15. MEDIA + E.P.M. da concentracéo liquérica (central) de ocitocina em filhotes fémeas em
DPN 1 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com ANOVA de uma via. As
letras iguais em cima das colunas representam a falta de diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p> 0,05) na concentragdo de ocitocina dos filhotes fémeas.
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Gréficos 16. MEDIA + E.P.M. da concentracio liqudrica (central) de ocitocina em filhotes machos em
DPN 1 nos diferentes grupos experimentais. Os dados foram analisados com ANOVA de uma via. As
letras iguais em cima das colunas representam a falta de diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p> 0,05) na concentra¢do de ocitocina dos filhotes machos.
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Tabela do nimero de filhotes vivos em DPN 1 em cada uma das ninhadas usadas

para as coletas de sangue e liquor.

N° de Filhotes

N° de Filhotes

N° de Filhotes

N° de Filhotes

Ninhadas Ninhadas Ninhadas
Ninhadas Estresse Estresse Estresse
Controle | Fémeas | Machos Pré Fémeas | Machos Pés Fémeas | Machos | Pré+Pds | Fémeas | Machos
1 1 3 1 4 2 1 3 4 1 5 3
2 5 5 2 4 7 2 2 0 2 6 4
3 4 6 3 5 3 3 6 3 3 8 3
4 4 4 4 8 3 4 5 5 4 4 3
5 4 4 5 6 5 5 6 5 5 6 3
6 6 2 6 5 4 6 6 1 6 3 4
7 5 4 7 7 5 7 4 3 7 4 1
8 4 1 8 5 2 8 7 5 8 2 6
9 4 3 9 5 4 9 2 5 9 5 3
10 5 3 10 5 3 10 3 4 10 4 6
11 6 2 11 3 8 11 7 7 11 6 6
12 4 5 12 7 6 12 3 1 12 5 6
13 4 5 13 4 4 13 6 5 13 4 3
14 2 4 14 5 5 14 4 4 14 3 6
15 5 6 15 5 7 15 8 3 15 4 5
16 8 4 16 4 6 16 5 6 16 6 1
17 2 4 17 6 6 17 3 4 17 4 7
18 5 2 18 4 4 18 5 5 18 4 5
19 7 5 19 3 4 19 1 2 19 4 6
20 6 4 20 4 5 20 6 4 20 3 6
21 7 2 21 6 3 21 8 5 21 1 1
22 5 4 22 4 6 22 8 5 22 6 6
23 8 4 23 5 7 23 3 6 23 6 4
24 7 5 24 5 6 24 2 4 24 8 4
25 5 2 25 6 8 25 1 9 25 3 5
26 4 6 26 6 2 26 5 8
27 2 5 27 1 8 27 5 5
28 9 3 28 1 2 28 3 3
29 4 5
30 6 6
31 4 6
32 6 6
33 5 4
MEDIA| 4,92 | 3,72 |MEDIA| 5 | 489 |MEDIA| 445 | 436 |MEDIA| 4,54 | 439

Tabela 1. Namero de filhotes (fémeas e machos) nascidos vivos em cada grupo amostral em ambos 0s
sexos. Os dados foram analisados com ANOVA de uma via, ndo sendo observada diferenca
significativa entre os grupos, considerou-se uma diferenca significativa quando p< 0,05.
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5. DISCUSSAO

Os filhotes dos quatro grupos experimentais desse trabalho (Controle, Estresse Pré,
Estresse Pos e Estresse Pré+Pos) diferem unicamente no que se refere a exposicéo ao estresse
perinatal: enquanto os animais do grupo Controle ndo foram expostos a nenhum protocolo de
estresse 0s animais dos demais grupos foram expostos a um protocolo de estresse (grupo
Estresse Pré e grupo Estresse Pds) ou a combinacdo de dois tipos de estresse (grupo Estresse
Pré+P0s). Esses dois tipos de estresse perinatal foram bem distintos tanto quanto ao periodo de
aplicacdo quanto ao tempo de duracdo do estresse. Enquanto o estresse pré-natal foi utilizado
durante todo o dltimo terco da gestacdo (Ultima semana gestacional) o estresse pos-natal foi
aplicado de forma aguda no primeiro dia apos o parto (DPN 1). Assim, 0 que avaliamos nos
filhotes do grupo Estresse Pré é resultado da exposicdo materna prolongada ao estresse
gestacional, ou seja, é o efeito indireto do estresse gestacional prolongado e continuo sobre os
filhotes, é a mée que estd mediando as consequéncias do estresse nesses filhotes. Ja no grupo
Estresse P6s a ninhada inteira (mée e filhotes) foi exposta agudamente ao estresse, 0 que
avaliamos nesses filhotes é tanto reflexo do estresse agudo a que a mae € submetida (efeito
indireto sobre os filhotes) como reflexos diretos da exposicdo aguda dos filhotes ao estressor.
Finalmente, no grupo Estresse Pré+Pos observamos as consequéncias da juncdo dos dois
estressores, um prolongado e indireto e outro agudo direto e indireto, em filhotes de ratos.

Procurar por possiveis alteracdes comportamentais em filhotes muito jovens de ratos é
uma tarefa um tanto limitada, por isso nesse estudo aliou-se um teste comportamental com
outros parametros que pudessem refletir alteracGes advindas do estresse perinatal sobre esses
filhotes. Assim, junto com o Teste de Preferéncia Olfatéria foram realizadas dosagens de
horménios que normalmente se alteram com eventos estressores, desse modo, as dosagens de
corticosterona e prolactina plasmatica pretendiam avaliar possiveis alteracfes que pudessem

estar ocorrendo nos niveis desses hormdnios em filhotes cujas mées foram expostas ao estresse
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perinatal. Outro pardmetro testado foi o nivel central de ocitocina, pois este esta fortemente
relacionado ao apego entre mée-filhote. Com isso, tentamos avaliar como eventos estressores
poderiam influir nas respostas de filhotes ao estresse e na criagdo de vinculo entre mée-filhote.

A relagdo entre o individuo e seu ambiente de desenvolvimento tem sido
frequentemente relacionada como uma correlacdo linear, sendo que uma boa experiéncia
levaria a adaptac6es funcionais e mas condi¢des levariam a resultados negativos ou patologias
futuras. Essa visdo considera o organismo como sendo uma entidade passiva influenciada pelas
mudancas ambientais. Uma visao mais compreensiva vé isso como uma capacidade altamente
adaptativa de plasticidade fenotipica, sendo que as informacdes que chegam ao filhote nesse
ambiente precoce sao mediadas pela relagdo do filhote com sua mae que “informaria” a ele as
caracteristicas de seu ambiente futuro (Hipétese da Mediagdo Maternal) (MACRI et al., 2011).
Assim, o comportamento maternal desempenha importante papel sobre o desenvolvimento
adequado dos filhotes. Estudos mostram que a mée regula diversos processos fisiologicos dos
filhotes, tais como frequencia cardiaca, ciclo sono/vigilia e producdo de hormdnio de
crescimento (LEVINE, 2001). Alteracdes no comportamento maternal estdo relacionadas a
diversas consequencias sobre os filhotes de mamiferos. Desse modo, os resultados
apresentados nessa dissertacdo sdo ao menos em parte reflexos da alteracdo no padrdo do
comportamento materno.

O comportamento materno das ninhadas desse estudo foi analisado entre o segundo e 0
oitavo dia pos-parto e verificou-se flutuacGes pontuais nos comportamentos ao longo desses
dias embora a média semanal tenha permanecida inalterada entre o0s quatro grupos
experimentais (FERREIRA, 2010). Essas alteracbes ao longo dos dias no padrdo do
comportamento maternal afeta a estabilidade desse comportamento, estabilidade essa que
parece ser fundamental para uma eficaz relagdo mae-filnote e consequentemente para um

desenvolvimento adequado dos filhotes. Os resultados que encontramos nos filhotes podem ser
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ao menos em parte reflexos dessa instabilidade. Como ndo medimos o comportamento no
primeiro dia pds-parto ndo podemos ter certeza se os filhotes usados para as dosagens de
corticosterona, prolactina e ocitocina também foram expostos a alteragdes no comportamento
maternal, no entanto, como as flutua¢des ocorreram de modo disperso ao longo de oito dias é
possivel que o comportamento materno ja estivesse alterado no 1° dia pds-natal. J& os filhotes
submetidos ao Teste de Preferéncia Olfatéria no nono dia poés-parto vieram das mesmas
ninhadas usadas para a observacdo do comportamento maternal estando, portanto, expostos as

alteracOGes maternais aqui citadas.

5.1 Estresse Pré-Natal

Esperavamos que a reducdo do substrato para a construcdo do ninho fosse um grande
gerador de estresse para as ratas prenhas, no entanto, isso ndo se evidenciou, uma vez que
poucos dos parametros testados foram alterados no grupo de animais que foram submetidos a
apenas esse estresse (grupo Estresse Pré). Um bom parametro para se avaliar a eficacia do
estresse gestacional € o numero de filhotes nascidos vivos em cada ninhada, espera-se uma
reducdo no nimero de nascidos vivos em gestacdes sob estresse. Controlamos o nimero de
filhotes nascidos vivos em nossas ninhadas e ndo observamos diferenca nesse nimero entre 0s
quatro grupos. Sendo assim, nosso protocolo de estresse por restricdo de maravalha gestacional
ndo foi capaz de provocar uma reducao no numero de filhotes vivos por ninhada (Tabela 1), o
que pode estar refletindo uma ineficacia do nosso modelo em gerar estresse gestacional.

O aparente pequeno efeito da restricdo de maravalha talvez possa ser explicado por uma
observacao simples: na verdade ndo ocorreu uma grande reducdo de substrato para a construcao
do ninho, pois embora tenhamos diminuido em muito a quantidade de maravalha colocada nas
caixas residéncias (20 g ao invés das aproximadas 120 g habituais) a rata dispunha de outro

substrato para a construcdo do ninho: a lamina de papel filtro colocado sob a maravalha. A
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principio a funcéo desse papel seria simplesmente absorver a urina dos animais, no entanto, ele
foi utilizado para a construcao do ninho. Assim que as ratas prenhas dos grupos Estresse Pré e
Estresse Pré+Pds eram individualizadas em caixas com restricdo de maravalha elas
prontamente comegavam a rasgar o papel filtro até que toda a lamina fosse transformada em
migalhas de papel que misturadas & maravalha eram usadas na construcéo do ninho.

Outro fator que pode ter influenciado em nosso modelo de estresse pré-natal € que as
ratas além de conseguirem obter um ninho aparentemente razoavel passavam um longo periodo
nesse processo de rasgar a lamina de papel filtro para poder construir o ninho. Essa motivacéo
em ter que buscar e produzir substrato talvez possa ter reduzido o potencial ansiogénico do

modelo e assim ter diminuido o potencial estressor dele.

5.2 Estresse Pos-Natal

Espécies que se comportam como presas tém desenvolvido comportamentos especificos
para facilitar reconhecimento, prevencdo e defesa contra predadores. Tais sistemas
comportamentais anti-predadores sdo fundamentais para a sobrevivéncia. Em muitos casos a
defesa anti-predador envolve deteccdo e resposta a estimulos quimicos especificos produzidos
pelo predador. Em espécies macrosmoticas como 0s ratos a olfacdo € uma das principais
modalidades usadas para detectar predadores (APFELBACH, et al., 2005). Em ratos, ha fortes
indicios que o odor de gato pode ser processado como um feroménio-like, uma vez que a
exposicdo de ratos a quantidades infimas de dicas olfativas proveniente de gatos desencadeia
respostas inatas, poderosas e estereotipadas além de uma substancial ativacdo do bulbo
olfatério acessorio (McGREGOR, et al., 2004). Devido a relevancia dessa exposicao ndo €
surpreendente que boa parte dos resultados aqui apresentados foram relacionados ao nosso

estresse pos-natal.
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Boa parte dos estudos que avaliam a influéncia de gatos sobre ratos foram feitos com
cheiro de gato e ndo com a exposi¢cdo ao animal em si. Aqui nds expusemos a ninhada a
presenca fisica do gato de modo inescapavel. Um fato curioso observado durante a aplicacdo
do protocolo de estresse pds-natal é que embora as ratas maes ficassem visivelmente alteradas
com a presenca do gato o gato em si parecia ficar alheio a presenca de sua presa classica (Fig. 4).
No caso da foto trata-se de uma fémea de aproximadamente trés anos e meio, mas outros gatos
foram usados e estes também pareceram indiferentes com a presenca dos ratos.

Parece que quanto mais jovem o filhote mais vulneravel ele é as adversidades e 0 1° dia
poOs-parto parece desempenhar um papel fundamental para o futuro desenvolvimento dos ratos.
No presente estudo ndo podemos afirmar o quao duradouras séo as alteracbes comportamentais
e hormonais observadas, uma vez que os filhotes foram testados apenas em dois momentos: no
dia primeiro (DPN 1) no caso das dosagens de corticosterona, prolactina e ocitocina e no dia
nove (DPN 9) no teste comportamental, ou seja, apos oito dias do ultimo evento estressor o que
ja demonstra que os efeitos ndo sdo temporalmente restritos a0 momento do estresse. Ha outros
trabalhos que apontam para esse mesmo caminho de que as consequéncias do estresse no 1° dia
de vida (DPN 1) sdo de longo prazo. Filhotes de ratos submetidos ao protocolo de manipulacao
neonatal (manuseio gentil da ninhada entre as mdos) uma Unica vez (estresse agudo) no 1° dia

poOs-parto mostram alterac6es bioquimicas e comportamentais duradouras (REIS, 2010).

5.3 Teste de Preferéncia Olfatoria

Em filhotes muito jovens a gama de testes comportamentais possiveis de serem
realizados € reduzida se comparados com adultos. No Teste de Preferéncia Olfatoria aqui
realizado utilizamos uma caracteristica presente em filhotes muito jovens: a necessidade de
reconhecer e se manter proximos as maes, ja que sdo elas que garantem as condigdes basicas de

sobrevivéncia desses animais (calor, alimentacéo e cuidado parental). Em filhotes de nove dias
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de vida esse reconhecimento se da basicamente pelo olfato e o paradigma desse experimento
utilizou-se justamente desse sentido. A escolha entre os lados das caixas contento maravalha
limpa ou maravalha do ninho representa neste experimento a busca pela mée guiada pelo odor
da maravalha do ninho impregnado de cheiro materno.

Avaliamos tanto o tempo em que os animais ficaram em cada um dos lados das caixas
(Tempo nas Areas com Maravalhas) como o tempo em que esses animais ficar sobre as
maravalhas (Tempo sobre as Maravalhas). O primeiro levou em consideracéo o tempo em que
0s animais ficaram sobre a area formada pelos pontos A-B-E-F (Fig. 12) quando comparada a
area formada pelos pontos B-C-D-E. Ja o segundo levou em consideracdo apenas o tempo em
que os animais ficaram diretamente sobre as maravalhas limpa e do ninho representadas no

esquema respectivamente pelo retangulo pontilhado e pelo retangulo ondulado.

F E D

Figura 12. Esquema da caixa onde € feito o Teste de Preferéncia Olfatéria. A linha vermelha representa
a linha neutra onde o filhote era colocado no inicio do teste e os retdngulos pontilhados e ondulados
representam as maravalhas.

O que vimos nesse experimento foi um claro efeito do estresse perinatal sobre a

identificacdo do odor maternal em ambos os géneros. Tanto fémeas como machos dos grupos
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estressados demonstraram uma reducao na preferéncia pelo odor maternal no nono dia de vida.
Em fémeas a frequéncia de chegada nas duas maravalhas (retangulos pontilhados e ondulados
do esquema) foi igual nos trés grupos estressados, enquanto que o grupo controle chegou mais
vezes na maravalha do ninho o que parece representar uma maior busca por esta maravalha. J&
nos machos ndo observamos diferenca estatisticamente significativa na frequéncia de chegada
nas maravalhas.

Embora em machos a frequéncia de chegada nas maravalhas tenha sido igual nos
diferentes grupos (inclusive no grupo Controle), quando avaliamos o tempo em que 0s animais
permaneceram em cada uma das areas foi observado um efeito do estresse em ambos 0s sexos.
O estresse Unico no primeiro dia de vida teve um efeito marcante sobre o tempo em que esses
animais (fémeas e machos) ficaram em cada uma das areas (Graficos 4 e 9): os animais dos
grupos que foram submetidos ao estresse pds-natal (Grupo Estresse P6s e Grupo Estresse
Pré+P06s) permaneceram um tempo semelhante em ambas as areas, o que demonstra a falta de
preferéncia pelo odor maternal nesses grupos. Ja os grupos Controle e Estresse Pré
permaneceram mais tempo sobre as areas que continham maravalha do ninho, assim, fica claro
o efeito do estresse agudo no primeiro dia de vida sobre a preferéncia olfatoria dos filhotes
fémeas e machos no nono dia de vida.

Ja quando avaliamos apenas o tempo em que 0s animais ficaram diretamente sobre as
maravalhas (retangulo pontilhado e retdngulo ondulado da figura 12) podemos notar tanto o
efeito do estresse pds-natal como o efeito do estresse pré-natal (Grafico 5 e 10). Em fémeas, o
tempo em que 0s animais permaneceram sobre a maravalha limpa e a maravalha do ninho foi
diferente (maior tempo sobre a maravalha do ninho) estatisticamente apenas nos animais do
grupo Controle. Nos demais grupos ndo ocorreram diferencas estatisticamente significativas no

tempo em que estas fémeas ficaram entre as duas maravalhas, o que novamente demonstra o
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efeito do estresse perinatal sobre a preferéncia olfatoria dos filhotes fémeas no nono dia de vida
(Gréfico 5).

Em machos foi observado um resultado semelhante (Grafico 10): os trés grupos de
animais estressados ndo apresentaram diferencgas estatisticamente significativas no tempo em
que ficaram sobre as duas maravalhas (retdngulos pontilnados e ondulados da figura 12). No
caso dos machos, o grupo Controle também permaneceu 0 mesmo tempo sobre as duas
maravalhas, no entanto, é possivel que isso tenha ocorrido por um problema na amostra dos
animais machos do grupo Controle. Observando o gréafico 10 é possivel notar uma clara
tendéncia do aumento do tempo gasto sobre a maravalha do ninho no grupo Controle que ndo
foi confirmada estatisticamente pelo grande erro padréo da amostra. Esse grande erro foi gerado
em grande parte porque um animal do grupo permaneceu parado sobre a linha neutra durante os
300 segundos do teste o que ndo se repetiu com nenhum outro animal do grupo. Retirando esse
animal da amostra teriamos, assim como nas fémeas, uma preferéncia em ficar sobre a
maravalha do ninho nos machos do Grupo Controle.

Além disso, a reducdo na preferéncia pelo odor maternal também foi demonstrada
quando avaliamos 0s grupos em separado através do teste t (Graficos 1 a, 1 b,1c,1d)e
(Gréficos 6 a, 6 b, 6 c, 6 d). Neste teste medimos dentro de cada grupo (Controle e
Estressados) o tempo em que os animais ficaram em cada um dos lados das caixas. O que
observamos nas fémeas foi que os grupos Estresse Pds e Estresse Pré+P0ds ndo apresentaram
preferéncia por nenhum dos dois lados da caixa, permanecendo um tempo igual
estatisticamente em ambos os lados. Ja o grupo Controle e o Grupo Estresse Pré apresentaram
uma preferéncia pelo lado que contém maravalha do ninho, o que demonstra um claro efeito do
estresse agudo no primeiro dia de vida sobre esse parametro em fémeas. Nos machos
observamos um resultado semelhante, onde o grupo Estresse Pds também permaneceu

igualmente entre os dois lados da caixa, no entanto, o grupo Estresse Pré+Pds permaneceu
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mais tempo no lado que contém maravalha do ninho o que novamente demonstra o efeito do
estresse agudo no dia um (DPN 1) sobre a preferéncia pelo odor maternal.

Poderiamos imaginar que o estresse perinatal pudesse levar a uma diminuicdo da
exploracdo da area que justificaria a redugdo na preferéncia olfatoria, no entanto, isto ndo foi
observado j& que tanto fémeas como machos ndo demonstraram reducdo na locomocdo total
durante os testes. O que observamos foi um aumento da locomocéo total nas fémeas do grupo
Estresse Pds quando comparado aos demais grupos. Nesse grupo de animais a frequéncia de
chegada na maravalha limpa foi maior que a frequéncia de chegada na maravalha limpa dos
demais grupos, sendo igual estatisticamente a frequéncia de chegada na maravalha do ninho do
grupo controle, isso demonstra uma maior indefinicdo na escolha entre os lados e se reflete
nesse aumento da locomocao total dessas fémeas, ja que elas chegam e saem mais vezes das
maravalhas. Esse aumento na chegada a maravalha limpa reflete um aumento na escolha pelo
lado limpo estatisticamente significativo quando comparado a frequéncia de chegada dos
outros grupos na mesma maravalha o que demonstra um forte efeito do estresse agudo realizado
no primeiro dia de vida sobre a preferéncia pelo odor maternal nas filhotes fémeas. Nos filhotes
machos ndo observamos esse aumento na locomocdo total e nem diferencas significativas entre
0s grupos na frequéncia de chegada nas maravalhas.

Cabe ressaltar que o teste de Preferéncia Olfatoria avaliou os animais expostos ao
estresse perinatal no nono dia de vida (DPN 9). Entre o fim dos protocolos de estresse (DPN 1)
e a realizacdo do teste transcorreram oito dias, durante 0s quais esses animais estavam expostos
a outra variante que muito provavelmente tenha influenciado nos resultados. Essa variante foi o
comportamento maternal desempenhado pelas ratas mées desses filhotes. Embora a avaliacdo
do comportamento maternal ndo fosse um dos objetivos dessa dissertacdo ela foi realizada e faz

parte dos resultados de outra dissertacdo (FERREIRA, 2010).
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O comportamento maternal foi observado entre o segundo e o oitavo dia p6s-parto
através de quatro secOes diarias de 72 minutos, conforme a tabela do Anexo 01. Os resultados
obtidos demonstram que o0 estresse perinatal ndo alterou as médias semanais dos
comportamentos maternais avaliados, no entanto, ocorreu uma clara modificagdo no padréo do
comportamento maternal ao longo dos dias de observagdo. Essa modificacéo se reflete numa
flutuacdo diaria para cima e/ou para baixo dos comportamentos dos grupos estressados quando
comparados ao grupo Controle, flutuacdo essa que acaba sendo diluida na média semanal. Essa
irregularidade do padrdo do comportamento maternal esta sendo relacionada com alteracGes
comportamentais e neuroendocrinas nos filhotes submetidos a elas, no caso de nosso
experimento ndo podemos negligenciar esse fator em nossos resultados, ja que os filhotes

necessitam de uma mée estavel em seus comportamentos para seu desenvolvimento adequado.

5.4 Concentracédo de Corticosterona

Em nossos animais os protocolos de estresse perinatal foram capazes de provocar
alteracdes na concentracao de corticosterona dos filhotes machos de um dia de vida contrarias
ao que esperavamos a principio. Nesses animais ocorreu uma diminuicao da corticosterona nos
trés grupos de animais sujeitos ao estresse perinatal (grupos Estresse Pré, Estresse Pos e
Estresse Pré+Pos) quando comparados ao grupo Controle. Em fémeas ndo observamos
diferenca significativa nesses niveis entre nenhum dos trés grupos estressados quando
comparados ao grupo Controle, embora tenha ocorrido uma tendéncia de diminuicdo desses
niveis no grupo Estresse Pré e no grupo Estresse P6s quando comparados ao grupo Controle e
uma clara tendéncia de aumento no grupo Estresse Pré+Pds quando novamente comparados ao
grupo Controle. No entanto, ocorreu um aumento estatisticamente significativo entre as fémeas
do grupo Estresse Pré+P6s quando comparadas as fémeas dos grupos Estresse Pré e Estresse

Pos.
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Durante o desenvolvimento precoce a hiporresponsividade do eixo HPA (refletida por
baixos niveis de corticosterona) € critico para permitir o manejo de estresses agudos bem como
para permitir o crescimento e maturacdo de processos que sdo prejudicados por aumento dos
glicocorticdides. Nesses filhotes a regulacdo e a resposta do eixo HPA é mediado
principalmente por eventos envolvidos com cuidado maternal. Levando em consideragdo que
0s animais aqui testados estdo dentro do periodo hiporresponsivo ao estresse esperariamos com
nossos modelos de estresse um aumento da corticosterona, ja que os modelos usados estdo
relacionados a mae e eventos estressores que alteram a relacdo entre mae e filhotes ja foram
descritos como um dos poucos capazes de provocar mudancas nos niveis desses horménios
mesmo no periodo hiporresponsivo (BRUNSON et al., 2001), ou seja, esperavamos gque nosso
modelo de estresse fosse capaz de gerar aumento de corticosterona em filhotes de ratos durante
0 periodo hiporresponsivo ao estresse. No entanto, ndo vimos esse aumento nos NOSsos animais,
mas vale lembrar que normalmente esses estudos de resposta ao estresse sao feitos com filhotes
mais velhos do que os que foram testados aqui.

Levando em consideracdo os resultados aqui apresentados poderiamos cogitar que 0s
sistemas de resposta ao estresse estejam ainda mais inibidos no primeiro dia de vida do que nos
dias seguintes e isso poderia ser justificado pelos danos potencialmente maiores ocasionados
pela exposicdo aos glicocorticdides em filhotes mais jovens, ja que a administracdo de
corticosterona durante o desenvolvimento tem mostrado efeitos permanentes no crescimento e
na diferenciacdo de diversos sistemas incluindo o sistema nervoso central (SNC) (LEVINE,
2001). A acdo da corticosterona sobre 0s neurdnios pode ser de inibicao da utilizacéo da glicose,
que € uma caracteristica da acdo periférica dos glicocorticoides (SAPOLSKY et al., 1988).

Embora os niveis de corticosterona sejam normalmente pequenos no periodo
hiporresponsivo ao estresse, em ratos e muitas outras espécies a maturacao final dos pulmdes

esta relacionado a um aumento fisiol6gico nas concentracGes de glicocorticdides durante a fase
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final de gestacdo e nas primeiras horas de vida (HOLT & OLIVER, 1968; DI MARCO et al.,
1978) que pode estar influenciando em nossos resultados uma vez que ndo mensuramos se 0
estresse pré-natal estd ou ndo influindo nesse pico. Supondo que o estresse pré-natal possa
diminuir a magnitude desse aumento, a subsequente queda na concentracdo de corticosterona
que normalmente ocorre levaria a niveis mais baixos mais rapidamente. No entanto, como essa
reducédo da corticosterona em DPN 1 (dia pds-natal 1) também ocorreu nos machos do grupo
Estresse Pds (onde ndo se pode justificar tal diminuicdo como sendo reflexo do estresse sobre
esse aumento gestacional) parece razoavel cogitar que mesmo nos grupos submetidos ao
estresse pré-natal a diminuicdo da corticosterona ndo se deve a reducgéo nesse pico gestacional
tardio.

E bem difundida a idéia de que altos niveis de corticosterona causam danos ao SNC, no
entanto, a diminuicdo da corticosterona observada nos machos dos grupos estressados ndo é
necessariamente um indicio de protecdo, uma vez que a auséncia de glicocorticoides também
afeta o desenvolvimento do SNC, séo os niveis baixos e relativamente constantes que garantem
a maturacao normal dos filhotes (LEVINE, 2001).

Ja nas fémeas, os resultados de corticosterona apresentaram um padrao diferente ao dos
machos, ja que a associacdo do estresse pré-natal com o pos-natal levou a um aumento desse
horménio. Esse aumento da corticosterona apresentada pelas fémeas do grupo Estresse
Pré+Pos em relacdo aos grupos Estresse Pre e Estresse POs € um resultado curioso que parece
resultar de uma sensibilizacdo gerada pelo estresse gestacional capaz de deflagrar um aumento
na corticosterona quando esses mesmos animais sdo submetidos ao estresse em DPN 1. Essa
sensibilizacdo ndo é algo tao surpreendente quando levamos em consideracgdo o fato do estresse
pré-natal ser capaz de gerar alteracbes no intercAmbio entre mae-filnotes dos horménios
gonadais e adrenais levando a alteragdes nas concentragdes desses horménios em um periodo

critico para a diferenciacao hipotalamica que por sua vez pode levar a disfun¢Ges ao longo da



57

vida (HERRENKOHL, 1979) e que em nosso caso pode estar relacionada a sensibilizacdo
gerada pelo estresse gestacional.

Em relacdo aos grupos Estresse Pré e Estresse Pos as fémeas, ao contrario dos machos,
ndo tiveram uma reducdo estatisticamente significativa da corticosterona em relacdo ao grupo
Controle, embora tenha ocorrido uma tendéncia para essa diminuig&o.

As diferengas entre os resultados de machos e fémeas demonstram que mesmo muito
precocemente fémeas e machos respondem de modo diferente aos eventos estressores. O
préprio cuidado maternal dispensado pelas mées aos filhotes fémeas e machos é naturalmente
diferente, ja que as maes permanecem mais tempo cuidando dos filhotes machos do que das
fémeas (OOMEN et al., 2009) o que pode tornar os machos normalmente mais vulneraveis a
alteracfes no comportamento maternal. Essa disparidade no cuidado maternal que os diferentes
géneros recebem é causada por uma outra diferenca hormonal que precocemente os filhotes ja
apresentam: os filhotes machos apresentam um pico de testosterona no dia do parto (WARD et
al. 2002). E essa maior concentracdo de testosterona plasmatica apresentada pelos filhotes
machos acaba gerando essa diferenca no cuidado maternal, pois as maes passam mais tempo
cuidando dos animais com maior concentracdo de testosterona (MOORE, 1982). Assim,
mesmo no primeiro dia pds-parto ja € possivel observamos diferencas de género nesses

animais.

5.5 Concentracao de Prolactina

Embora a regulacdo da secrecdo de prolactina ndo seja completamente conhecida o
estresse € um dos mais importantes estimulos fisiologicos para sua secrecdo, de modo que a
prolactina integra os sistemas relacionados com as respostas ao estresse. O peptideo liberador
de prolactina (PrRP) recentemente isolado do hipotalamo é atualmente o principal candidato

para ser o fator liberador de prolactina. Ele liga-se a um receptor 6rfdo associado a proteina G
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que é expresso em certas areas encefalicas e na hipofise anterior estimulando a secrecdo de
prolactina e antagonizando o efeito ténico inibitério da dopamina que por sua vez € 0 mais
importante inibidor da secre¢éo da prolactina. (YAMADA et al., 2009).

Além dos efeitos sobre a prolactina o PrRP também estimula o eixo HPA via aumento
de CRH (hormonio liberador da corticotrofina) (YAMADA et al., 2009). No entanto, a
imunoneutralizacdo do PrRP parece ndo afetar o lancamento da prolactina induzida pelo
estresse 0 que demonstra que sob diferentes condicGes diferentes sinalizadores podem ser
recrutados para a secre¢do de prolactina (SWINNEN et al., 2005). A ligacdo do PrRP com o
eixo HPA nao ocorre apenas em roedores, em ovelhas a injecdo intracerebroventricular de
PrRP além de levar a um aumento na prolactina também ativa o eixo HPA evocando uma
resposta dose dependente de cortisol, sugerindo que também nessa espécie OPrRP esta
envolvido tanto na secrecao de prolactina como no controle do eixo HPA (KITAGAWA et al.,
2011). O que ¢é evidente é que, de uma forma ou outra, 0 estresse esta interconectado nessas
rotas, seja pela ativacdo do eixo HPA pelo mesmo peptideo que também causa o aumento da
prolactina, seja por outras formas ainda ndo bem compreendidas em que 0 estresse leve ao
aumento da prolactina por outras vias ndo associadas ao PrRP.

Em nossos experimentos avaliamos o efeito do estresse pré-natal e do estresse pos-natal
agudo sobre o0s niveis de prolactina, uma vez que o estresse € um dos principais fatores de
aumento da prolactina. No entanto, nosso modelo de estresse ndo foi capaz de levar a grandes
alteracdes nesse horménio. Em fémeas é possivel que tenha ocorrido uma sensibilizacdo gerada
pelo estresse pré-natal nos animais do grupo Estresse Pré+Pos, pois observamos um aumento
no nivel de prolactina plasmatica dessas fémeas quando comparadas as fémeas dos outros dois
grupos estressados (grupo Estresse Pré e grupo Estresse P0s). No entanto, nenhum dos trés
grupos de fémeas sujeitas ao estresse perinatal tiveram concentragdes de prolactina em DPN 1

diferentes da concentragdo de prolactina do grupo Controle (Grafico 13)
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Nos filhotes machos os quatro grupos experimentais tiveram niveis de prolactina
plasmética semelhantes, ndo sendo, portanto, observadas diferencas estatisticamente
significativas nesse parametro nos machos em DPN1 (Gréfico 14). Esses resultados de fémeas e
machos demonstram um efeito sutil dos protocolos de estresse aqui empregados sobre esse
parametro o que talvez possa ser explicado pela fisiologia diferenciada dos filhotes e/ou pelo
tipo de estresse empregado. Em humanos ha uma clara relacéo entre o estresse por calor e 0s
niveis de prolactina, tanto que a prolactina pode ser um indicador Gtil da fadiga iminente
durante o estresse por calor (WRIGHT et al., 2011), assim, talvez outras formas de estresse
pudessem levar a alteracbes mais significativas nos niveis de prolactina plasmaticas nos
animais desse experimento.

Esses resultados de concentragdo plasmatica de prolactina assemelham-se aos
resultados obtidos na concentracdo plasmatica de corticosterona, outro horménio relacionado
ao estresse que em nossos filhotes ndo teve aumentos significativos, tento até mesmo diminuido
em filhotes machos dos grupos estressados. E possivel que os dados da prolactina estejam
relacionados a essa auséncia do aumento da corticosterona nesses animais, uma vez que 0
estresse ativa 0 eixo HPA levando a um aumento de catecolaminas e corticosterdides que por
sua vez afetam a secrecdo e expressdo do gene da prolactina (JANSSENS et al., 2008). Em
fémeas os resultados obtidos nas concentragcdes de prolactina e corticosterona seguiram um
mesmo padrao (possivel sensibilizacdo gerada pelo estresse pré-natal) cuja semelhanca talvez
possa ser explicada justamente por essa relacdo entre o eixo HPA e a secrecdo de prolactina, no

entanto, esse mesmo padrao ndo se repetiu nos filhotes machos.

5.6 Concentracado de Ocitocina Central
A ocitocina é um nonapeptideo encontrado tanto na periferia como no sistema nervoso

central cuja acdo encefalica esta intimamente relacionada com a formacdo e manutencdo de
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comportamentos sociais nos animais, contribuindo junto com a vasopressina para o0
processamento de informagfes sociais de tal modo que vem sendo considerada o
neuro-hormonio do apego (YOUNG & WANG, 2004; STRATHEARN et al., 2009). E a
ocitocina que propicia a emergéncia do comportamento maternal, promovendo a formagao do
vinculo entre mée-filhote (LIM & YOUNG, 2006). Como a formacdo desse vinculo depende
tanto da interagdo da méde com o filhote como do filhote com a mée, um desequilibrio em uma
das partes pode levar a uma quebra na formacéo desse vinculo que poderia estar expressa em
uma possivel alteracdo na ocitocina central dos filhotes cujas mées foram expostas ao estresse
perinatal.

No entanto, nesse trabalho tanto os filhotes fémeas como os filhotes machos expostos ao
estresse perinatal ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas na concentracao
de ocitocina central no primeiro dia de vida quando comparados aos animais que ndo foram
expostos ao estresse perinatal (Graficos 15 e 16). A auséncia do efeito do estresse perinatal
sobre esse parametro talvez possa ser simplesmente uma consequéncia da precocidade em que a
coleta foi realizada, ndo refletindo necessariamente a falta do efeito do estresse perinatal sobre a
concentracdo de ocitocina central em filhotes de ratos cujas mées tiveram restricdo de
maravalha ao longo da Gltima semana de gestacdo e/ou cuja ninhada foi exposta ao gato no
primeiro dia pos-parto (DPN 1).

Como ja comentado, uma parte das ninhadas desse trabalho (ninhadas utilizadas para o
Teste de Preferéncia Olfatdria) submetidas aos mesmos protocolos de estresse perinatal tiveram
seu comportamento maternal registrado entre DPN 2 e DPN 8. Esses registros apontaram para
uma perda do padrdo normal do comportamento maternal expressa por flutuacGes diarias nesse
comportamento. A perda desse padrdo altera o vinculo entre mae-filhote o que potencialmente
leva & diminuicdo na ocitocina central. E um cuidado adequado e estavel que garante o

desenvolvimento dos filhotes, em humanas criangas que crescem sem um cuidador que lhe
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forneca contato fisico e emocional adequado frequentemente acabam desenvolvendo
problemas em estabelecer ligagOes sociais e em regular comportamentos sociais (FRIES, et al.,
2005).

No entanto, a relacdo entre mée-filnotes das ninhadas aqui testadas durou apenas
algumas horas (em torno de 24 horas) durante um periodo que embora seja critico para o
desenvolvimento do filhote ndo foi realizado o registro do comportamento maternal. Assim, 0s
filhotes que tiveram seus liquores coletados para dosagem de ocitocina central ndo foram
expostos as flutuacdes que ocorreram ao longo dos dias em que o comportamento maternal foi
observado.

Além disso, como a coleta de ocitocina foi feita logo apos o fim da Gltima exposicao ao
gato dificilmente o efeito que por ventura nosso estresse pos-natal gere no vinculo mée-filhote
ja estivesse alterando a concentracdo de ocitocina central. J& o estresse pré-natal teve um tempo
maior para agir nessa relacdo, mas nao sabemos se assim como com a concentragéo de ocitocina
também ndo foi capaz de levar a alteracdes no comportamento maternal dentro dessas 24 horas
pos-parto (entre DPN 0 e DPN1). Enfim, ndo ha alteracdo na concentracdo de ocitocina central
de filhotes fémeas e machos no primeiro dia de vida e se por ventura nosso protocolo seja capaz
de desencadear essas alteracdes elas ocorrem numa fase posterior do desenvolvimento dos

filhotes.
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6. CONCLUSOES

A primeira conclusdo que se pode chegar com os dados apresentados nesse trabalho é a
validade do modelo de estresse perinatal aqui empregado em perturbar o desenvolvimento
normal de filhotes de ratos. Tanto as fémeas como 0s machos apresentaram mudangas tanto nos
parametros que pretendiam avaliar a relacdo mée filhote como nos que testavam a capacidade
dos estresses empregados em influir na secrecdo de hormdnios relacionados com as respostas
ao estresse em animais ainda dentro do Periodo Hiporresponsivo ao estresse, 0 que demonstra a
robustez desses estresses nas situacfes em que foram empregados.

Tanto o estresse pré-natal como o estresse pos-natal foram capazes de desencadear
grandes alteracdes no reconhecimento da mée pelos filhotes (filhotes fémeas e filhotes machos)
no nono dia de vida, pois quando testados atraves do Teste de Preferéncia Olfatoria tanto os
animais submetidos ao estresse pré-natal como aqueles submetidos ao estresse pos-natal ou a
combinacdo de ambos apresentaram uma perda na preferéncia olfatéria em relacdo ao odor
maternal demonstrada por mudancas ou na frequéncia de chegada as maravalhas (apenas nas
fémeas) ou no tempo em que esses animais ficaram entre os lados da caixa (apenas em fémeas e
machos dos grupos Estresse Pds e Estresse Pré+Pds) ou ainda no tempo em que ficaram
diretamente sobre as maravalhas (em fémeas e machos).

De modo contrario ao que vimos no Teste de Preferéncia Olfatoria, ao menos no
primeiro dia de vida, a concentracdo de ocitocina central que constitui outro importante
parametro relacionado a relacdo mde-filhote ndo foi alterada pelo estresse perinatal.
Interessante seria que além das coletas de liquor feitas em DPN 1 tivessem sido feitas coletas
em DPN 9, ja que as alteracdes no teste comportamental (Teste de Preferéncia Olfatéria) foram

observadas nesse dia.
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O modelo de estresse perinatal aqui empregado teve um efeito peculiar sobre a
secrecdo de hormonios relacionados com as respostas ao estresse em filhotes de um dia de vida.
Esperavamos que o modelo fosse estressante o suficiente para levar a aumentos desses
horménios superando, dessa forma, a barreira da hiporresponsivadade. No entanto, o que
observamos foram resultados por vezes opostos ao esperando. Em machos, por exemplo, o
estresse perinatal provocou uma diminuicdo na concentracdo de corticosterona plasmatica
desses filhotes: tanto os grupos Estresse Pré, Estresse Pds e Estresse Pré+Pds tiveram uma
reducdo da corticosterona quando comparados aos machos do grupo Controle.

Nas fémeas ndo ocorreu essa diminuicdo, embora o estresse pré-natal e o estresse
poOs-natal em separados tenham levado a uma tendéncia de diminuicdo na concentracdo de
corticosterona plasmatica quando comparados ao grupo Controle. Ainda nas fémeas, a
associacdo de ambos 0s estresses (grupo Estresse Pré+Pos) levou a uma tendéncia de aumento
da corticosterona quando comparadas as fémeas do grupo Controle de modo que em relagéo aos
grupos Estresse Pré e Estresse POs o grupo Estresse Pré+Pds apresentou um aumento
estatisticamente significativo nesse parametro em DPN 1.

A concentracdo plasmatica de corticosterona nas fémeas € um resultado curioso que
possivelmente indique que o estresse pré-natal sensibilizou esses animais de modo que quando
essas mesmas fémeas sdo re-expostas a um evento estressor (exposi¢do ao gato em DPN 1 no
grupo Estresse Pré+P0s) a tendéncia de inibi¢do na producéo de glicocorticdides é substituida
por uma aumento nesses hormdnio em relacdo aos dois grupos de animais (Estresse Pré e
Estresse P0Os) que foram expostos a um anico evento estressor. Essa possibilidade de
sensibilizacdo é reforcada quando analisamos os resultados da concentracdo plasmatica de
prolactina, pois nessas fémeas os resultados seguiram o mesmo padrdo da corticosterona: o
estresse pré-natal e o estresse pos-natal em separados levaram a uma tendéncia de diminuicéo

na concentracdo de prolactina plasmatica quando comparados ao grupo Controle. J& a
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associacdo de ambos 0s estresses (grupo Estresse Pré+Pads) levou a uma tendéncia de aumento
da prolactina dessas fémeas quando comparadas as fémeas do grupo Controle de modo que em
relacdo aos grupos Estresse Pré e Estresse P6s o grupo Estresse Pré+Pds teve um aumento
estatisticamente significativo nesse pardmetro em DPN 1.

J& nos filhotes machos o estresse perinatal ndo foi capaz de gerar alteracdes na
concentracdo de prolactina plasméatica em DPN 1, pois todos 0s grupos experimentais tiveram
concentragcfes semelhantes desse horménio. Assim, ao contrério das fémeas cujas
concentracdes de corticosterona e prolactina seguiram uma mesma tendéncia, nos machos o
modelo de estresse aqui empregado foi capaz de modificar apenas 0s niveis de corticosterona.
O que demonstra que mesmo em animais muito jovens ja é possivel observar que fémeas e
machos podem ter respostas diferentes a mesmas situacoes e estimulos.

Por fim, com esse modelo de estresse mais uma vez foi demonstrado o papel critico das
primeiras horas de vida no desenvolvimento normal dos filhotes ja que o estresse agudo em
DPN1 isoladamente ja foi suficiente para desencadear alteragdes comportamentais e endocrinas
em filhotes de ratos. Além disso, com o presente modelo mais uma vez demonstrou-se a

robustez do estresse gerado pela presenca do predador (gato) em ratos.
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ANEXO |

Abaixo esté a ficha utilizada para o registro do comportamento maternal. O registro foi
feito diariamente entre o segundo e o oitavo dia pds-parto, em cada um desses sete dias
realizaram-se quatro sessdes de observacdo do comportamento maternal sendo que dessas
quatro trés eram realizadas no ciclo claro e uma no ciclo escuro dos animais. Em cada uma das
sessOes observava-se 0 que a fémea lactante estava fazendo em 25 diferentes momentos, assim,
0S registros eram pontuais: anotava-se 0 que a mée estava fazendo no exato momento em que se
olhava para a caixa residéncia. Apés trés minutos o protocolo se repetia, anotando novamente o

que o animal estava fazendo naquele instante. Assim, cada uma das quatro sessdes durava 72

minutos.
RATA: 11G - ligh sraush, (smamentandocd dorso beam srquaada] CHN - Con=trug8o do ninho
Data do aarto: LW -Low croush (smamentandoc/ dorso poucs arquaada) OFF -Mé= fora do ninho/cais
Grupo: SUP - Suping post (amamentando daladooude costas) R-Recolhida de filhotes
Minhao: L — Lambandofilhotes FFN -Filhotes fors do ninho
DATA: DIAS PP: HGIL - Amsmentando com o dorso bem arqueado = lambendc MN_-Mo ninho sem ::-5*_:5:3-:1& 5"15"19'11.5;§:
o X P TH [ T T (28 [ 27 [ =0 O] 39 [ 82 [ %0 [ %5 [ & [ 9% [ 57 [0 L e LELE
=
e — HG
=
-~ Lw
Es 1] 2 3 17 T8 18 i E] J o ERIE a0 [ =2 [ 5 [ 54 [57 [0 TOe O] sup
= a1 L
=
o TN
I 1] [ 4 [12 )15 |18 |21 |24 |27 |20 |33 [ 36|39 |42 45 | 48 [ 87 | 54 | 87 [1.00) .03 1.00) L0 L1 ToFF
=
i R
]
FFN
o 0 |1 K 18 [ 18 1 E] T [ =0 I ERIE R Rl R R R B R eIl
= 1
B —
E MN
DATA; DIAS 2P:
B
o [ g g [12 15[ 18 [ 21 |24 |2 0[33 | 35|38 |42 |45 | 48| & 54 | 57 |00(i.08) 106 1080112 [HG
é“ LW
sup
3 ] i F [T I8T33 3 FEEERESEERESRE R ERRE 52 157 (LTI T LT T
jm UM
fo
OFF
3 ] [ I T8 [ 18 1 ] 1] g ERIE HAEAE N RSl R R R R =
= FFN
[
- — HGIL
= [ & g [12 15[ 18 [ 21 |24 |2 0[33 | 35|38 |42 |45 | 48| & 54 | 57 |L0001.03) 108 10afi:92
= MK
B =
| 2=}
58]

Figura 13. Ficha utilizada para o registro do comportamento maternal.



