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RESUMO

Efeitos da Manipulagdo Neonatal sobre Comportamentos Sociais

e a expressao de ocitocina em ratos neonatos e juvenis

O periodo inicial da vida dos animais é de fundamental importancia para a
formacdo das ligacBes sociais e o0 estabelecimento da relagdo do individuo com o
ambiente. O contexto do neonato é 0 aspecto mais importante de estimulacdo para 0s
ratos recém-nascidos sendo de fundamental importancia para a organizacao de respostas
comportamentais durante as etapas precoces do desenvolvimento. O objetivo da
presente tese foi estudar os efeitos da manipulacdo neonatal sobre o desenvolvimento
comportamental social no periodo pés-natal (7° e 11° dia de idade) e juvenil (25°, 30° e
35° dia de idade) e quantidade de receptores de ocitocina no cortex pré-frontal, locus
coeruleus e bulbo olfatério (7° e 11° dia de idade). Os resultados demonstraram que a
manipulacdo neonatal induz déficits em comportamentos sociais iniciais revelando ter
um efeito determinante sobre o desenvolvimento do comportamento social precoces em
ratos. Verificamos uma diminuigdo no comportamento de agregacdo social nas duas
idades estudadas (7° e 11° dias de idade) e uma diminui¢do do comportamento de
brincadeira nas trés idades estudadas (25° 30° e 35° dias de idade). Além disto,
verificamos que a manipulacdo neonatal diminui a expressdo de receptores de ocitocina
no bulbo olfatério no 30° dia de idade demonstrando que o efeito da manipulagdo
neonatal é prevalente por toda vida do animal. Estes resultados evidenciam a
importancia da experiéncia precoce como moduladora das respostas comportamentais
sociais ainda no periodo neonatal e na puberdade. Conclui-se assim, que, a manipulagédo
no periodo neonatal interfere negativamente no estabelecimento de relagdes sociais,

podendo ter como causa uma possivel alteragdo no sistema ocitocinérgico.



ABSTRACT

Effects of Neonatal Handling on Social Behaviors and expression of oxytocin in

rats neonates and juveniles

The initial period of life in animals is of fundamental importance for the
formation of social bonds and the establishment of relationships between the individual
and the environment. The newborn’s context is the most important aspect of stimulation
for newborn rats being essential for the organization of behavioral responses during the
early stages of development. The aim of this thesis was to study the effects of neonatal
handling on the behavioral development during the postnatal (7 and 11 days old) and
juvenile periods (25 ©°, 30 ° and 35 days of age), well as the amount of oxytocin
receptors in prefrontal cortex, olfactory bulb and locus coeruleus (7 and 11 days of age).
The results demonstrated that neonatal handling induces deficits in social behaviors
revealing a decisive impact on the development of early social behavior in rats. We
observed a decrease social aggregation behavior in both age groups (7 and 11 days of
age) and a decrease in play behavior at the three age groups (25, 30 and 35 days old).
Furthermore, we demonstrated that neonatal handling decreased the expression of
oxytocin receptors in the olfactory bulb at 30 days of age showing that the effects of
neonatal manipulation are prevalent throughout the animal's life. These results highlight
the importance of early experience as a modulator of social behavioral responses even
during the neonatal period and puberty. We conclude therefore that the manipulation
during the neonatal period impairs the establishment of social relations, can be caused
by a possible change in the oxytocin system.
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INTRODUCAO GERAL

Manipulacdo Neonatal

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) é influenciado pelos
eventos adjacentes ao periodo inicial de vida em mamiferos. Nesta etapa existe uma
susceptibilidade vinculada a plasticidade das estruturas cerebrais. O SNC ainda esta em
formagdo durante os primeiros dias ap6s o nascimento em roedores e humanos
(Zimmerberg & Sageser 2011; Huppertz-Kessler et al. 2012).

Devido as dificuldades inerentes a realizagdo de pesquisas envolvendo humanos,
os efeitos de intervengdes no periodo pds-natal tém sido mais estudados em modelos
animais. Os filhotes de rato sdo altriciais, durante os primeiros dias de vida estdo
desprovidos de pélo, carecem de mecanismos de controle da temperatura corporal, néo
se locomovem por si mesmos e sdo incapazes de ver ou ouvir, dependendo totalmente
dos cuidados maternais para sua sobrevivéncia. A principal fonte de estimulagéo
sensorial (tatil, térmica, olfativa) durante as primeiras semanas de vida €
fundamentalmente, provida no ninho, pela mée e os irmaos.

As interacbes normais na relacdo mae-filhote s&o cruciais para o
desenvolvimento e crescimento adequados dos filhotes. A mde é responsavel pela
regulacdo de varias respostas fisiologicas dos filhotes, como por exemplo, a freqiiéncia
cardiaca, os ciclos de sono-vigilia e a producdo do hormdnio de crescimento (GH)
(Levine 2001). A privagdo maternal ocasiona efeitos deletérios no desenvolvimento dos

filhotes, como a reducgéo do crescimento, da diferenciacdo celular e da secrecdo do GH,
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provocando também um aumento da secrecdo de corticosterona (CORT) (Anderson &
Schanberg 1972; Pauk et al. 1986).

Um dos modelos experimentais que possibilita testar hipdteses sobre este
periodo critico do desenvolvimento € a manipulagdo neonatal em ratos. Em ratos, a
manipulagéo consiste em afastar os filhotes do ninho por 3-15 minutos, podendo incluir
ou ndo a estimulacdo tatil do filhote feita pelo experimentador. Este procedimento
quando realizado nas duas primeiras semanas de vida repercute em diversos efeitos
comportamentais. Plotsky & Meaney (1993) relataram que ratos manipulados por 15
minutos durante as primeiras trés semanas de vida possuem menor reatividade ao
estresse quando adultos e menos "medo" a ambientes novos. A manipulagédo
aparentemente é considerada uma intervencgao branda.

O contato maternal é apontado por diversos autores como um dos aspectos
principais para o desenvolvimento de alteracbes em ratos submetidos & manipulacéo
neonatal (Cirulli et al. 2003). Em ratos, 0 ambiente logo ap6s o nascimento é composto
da mée e dos irmaos. A mée constréi um ninho onde mantém os filhotes aquecidos e
durante os primeiros dias pds-parto ela raramente afasta-se deste ninho (Numan 1988).
O fato de retirar os filhotes da ninhada gera na mée um aumento nos cuidados quando
do retorno deles para a caixa-moradia logo apds a manipulacao neonatal (Branchi et al.
2001; Pryce et al. 2001). O comportamento da mée durante o periodo pds-parto €
alterado em funcdo dos cuidados da prole. Em maior grau, ocorrem comportamentos
como a hipervigilancia, e obsessividade que pode melhorar e garantir a saude e
sobrevivéncia do recém-nascido.

Tal procedimento de manipulacdo provoca nos filhotes alteracdo persistente no
funcionamento do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA), além de alteracbes

comportamentais, metabdlicas e neuroquimicas. Na idade adulta esses animais
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apresentam menor medo quando expostos a ambiente diferente da caixa-moradia, com
maior atividade e exploracdo (Levine 1967).

Também apresentam uma persisténcia da exacerbacdo da retroalimentagdo
negativa dos glicocorticéides na vida adulta (Ader 1969), com reducgdo da expressao de
RNA mensageiro para hormonio liberador de corticotropina (CRH) no hipotalamo e
diminuicdo do conteudo de CRH na eminéncia média (Plotsky & Meaney 1993). Além
disso, ha maior concentracdo de receptores glicocorticoides no hipocampo (Meaney et
al. 1989), com aumento da inibicdo mediada pelo hipocampo e diminuic¢do da excitagdo
mediada pela amigdala na resposta neuroenddcrina do eixo HPA (De Kloet et al. 1998).

Os animais submetidos ao modelo da manipulagéo neonatal liberam de forma
diminuida noradrenalina no ndcleo paraventricular do hipotdlamo em resposta a estresse
por contengdo (Liu et al. 2000) o que contribui para uma supressdo cronica da resposta
de liberacdo de glicocorticoides frente ao estresse pelo eixo.

O fato de retirar os filhotes da ninhada gera na mde um aumento nos cuidados
quando do retorno deles para a caixa-moradia logo apés a manipulacdo neonatal
(Branchi et al. 2001; Pryce et al. 2001).

Além de alteracGes na resposta ao estresse agudo, animais manipulados no
periodo neonatal também apresentam respostas atenuadas ao estresse cronico repetido
(Papaioannou et al. 2002), com menor indugdo de desamparo aprendido apds choque
inescapavel (Costela et al. 1995), possivelmente por alteracdes especificas na
neurotransmissao noradrenérgica. Ha descricdo de menor inibicdo comportamental com
maior exposicdo ao predador em um campo aberto, aumento no comportamento
materno agressivo (Padoin et al. 2001), menor inducdo de medo condicionado
relacionado ao contexto (Madruga et al. 2006) e melhor memodria espacial (Meaney et

al. 1988; Tang 2001; Bilbo et al. 2007).

13



O modelo de manipulagdo neonatal esta associado a uma menor vulnerabilidade
a depressdo na vida adulta (Papaioannou et al. 2002; Arborelius & Eklund 2007) e a
reversdao de efeitos adversos do estresse pré-natal (Lemaire et al. 2006) e da hipoxia-
isquemia (Rodrigues et al. 2004) no dano neuronal hipocampal, sem alterar o desfecho
comportamental nem a atrofia dendritica causada por lesbes maiores como a remogédo
do cortex medial frontal (Gibb & Kolb 2005).

Fémeas manipuladas no periodo neonatal demonstram menor receptividade
sexual, menores niveis de prolactina no proestro (Gomes et al. 2005) e maior nimero de
ciclos anovulatérios na vida adulta (Gomes et al. 1999). O comportamento sexual é
diminuido também em machos (Padoin et al. 2001). Além disso, apresentam menor
secrecdo de estrogénio, LH e FSH no proestro (Gomes et al. 2005).

Varios estudos descrevem a associacdo entre a manipulacdo neonatal e
alteragBes persistentes de diversos sistemas neurotransmissores em diferentes &reas
cerebrais. Por exemplo, ha descricdo de aumento do nimero de receptores 5SHT1-A no
hipocampo de ratos adultos machos manipulados no periodo neonatal (Stamatakis et al.
2006) assim como maiores niveis de serotonina no hipotalamo desses animais apds o
estresse agudo (Papaioannou et al. 2002). H& maior metabolismo dopaminérgico no
hipotalamo de machos adultos manipulados na vida precoce (Papaioannou et al. 2002),
sem alteragdo no nimero de neurdnios expressando tirosina-hidroxilase nessa estrutura
(Hermel et al. 2001).

Outro estudo mostra menor quantidade de receptores D3 no nucleo acumbens
desses animais. Alteracbes em sistemas como o GABA/BDZ (Caldji et al. 2000) e
noradrenérgico (Liu et al. 2000) também j& foram descritas em estruturas cerebrais

especificas.
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A estimulacdo neonatal também modifica padrdo de comportamento alimentar
em ratos adultos. Esses animais apresentam um apetite aumentado por alimento doce
que ndo é modificado apds a administracdo de diazepam, sugerindo que essa alteracao
comportamental ndo é devida & ansiedade aumentada (Silveira et al. 2005).

Para compreender as alteragcdes promovidas pela manipulacdo neonatal temos
que discutir o conceito de reconhecimento do odor maternal. A aprendizagem olfatoria é
fundamental para sobrevivéncia de filhotes altriciais como ratos, pois eles dependem da
mée para protecdo, manutencdo da temperatura corporal e alimentacdo. Essa
identificacdo da mae ocorre devido ao aprendizado olfatério, que se da pelo pareamento
do cuidado maternal (estimulo tatil) com o cheiro da méae. Em estudo sobre aprendizado
olfatdrio, verificou-se que a manipulacdo repetida no sétimo dia de idade induz em
fémeas uma diminuicéo no aprendizado olfatdrio (Raineki et al. 2009).

Hé estudos demonstrando que a manipulacdo neonatal em ratos pode influenciar
0 numero de neurdnios encontrados em diferentes areas do sistema nervoso central. A
manipulacdo neonatal induz uma reducéo permanente em torno de 35% do numero das
celulas nervosas do locus coeruleus em ratos de 11, 26, 35 e 90 dias de idade, tanto em
machos quanto em fémeas (Lucion et al. 2003). A manipulacdo promove na amigdala
medial, uma diminuicdo no nimero de neurdnios aos 11 e 90 dias de idade, como
também nos neurdnios das camadas 2 e 3 do cortex frontal no 11° dias de vida em ratos
machos e fémeas (Lucion et al. 1999). Além disso, também foi constatada uma reducao
no namero de neurdnios na regido parvocelular do nucleo paraventricular e supra-éptico
do hipotalamo, e um aumento na densidade de neur6nios na area CAl do hipocampo
(lado esquerdo) (Winkelmann-Duarte et al. 2007; Winkelmann-Duarte et al. 2011).

Foram observadas alteracfes importantes em neurotransmissores, que também

sofrem influéncia de variagbes no ambiente neonatal. Ratos manipulados apresentaram
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alteracbes nos niveis de dopamina e serotonina (5HT). Em diferentes areas do SNC,
houve aumento dos niveis de 5HT no hipocampo e aumento do metabolismo da
dopamina no hipotalamo. Estas alteracGes foram observadas em ratos pré-puberes e na
idade adulta, tanto nos niveis basais como induzidos por estresse (Papaioannou et al.

2002).

Comportamentos Sociais

Interacéo social

Em humanos, a quantidade e a qualidade dos cuidados recebidos durante o periodo
poés-natal podem influenciar na expressdo de comportamentos como a agressividade, 0
estabelecimento de vinculos sociais, e o desenvolvimento de psicopatologias na idade
adulta (Jaffee & Price 2012).

Entende-se por interacdo social a aproximacdo e o compartilhamento de um
mesmo ambiente por dois ou mais individuos. A motivacdo para que animais se
mantenham em um mesmo espaco baseia-se nas vantagens que esse comportamento traz
como, por exemplo, a de garantir prote¢éo, alimentacdo e reproducéo, facilitando a sua
sobrevivéncia. Na maioria dos mamiferos, a ocorréncia dos comportamentos sociais
aparece com mais freqiéncia durante o periodo da adolescéncia. Os principais
comportamentos sociais observados em ratos incluem; cheirar o corpo do animal,
cheirar a regido genital e principalmente o lutar de brincadeira, que também inclui o
boxear. Tais interacOes sdo essenciais para o desenvolvimento das respostas sociais e
cognitivas do animal na idade adulta (Homberg et al. 2007). De maneira similar aos
ratos mais jovens, animais adultos quando mantidos juntos, também engajam interacdes
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sociais caracterizadas por comportamentos de cheirar, perseguir o parceiro, morder e
algumas vezes respostas agressivas e sexuais (Todeschin et al. 2009). Alteragdes na
expressdo desse repertério de comportamentos sociais podem ser indicativas de
transtornos como a ansiedade e a esquizofrenia.

O comportamento de agregacdo entre irmdo (em ratos) pode ser considerado um
precursor dos comportamentos sociais como, por exemplo, o comportamento de
brincadeira. O comportamento de brincadeira se relaciona intrinsecamente com a
agregacdo social, pois ¢ um reflexo das aprendizagens que se iniciaram na idade pds-
natal: quando a agregacdo social é exibida (Schank & Alberts 2000). O repertério
comportamental social de ratos neonatos amplia-se e tem sua origem nos
comportamento de agregacdo social e de brincadeira que se estabelecem a partir do
reconhecimento social.

O reconhecimento social envolve a detec¢do, incorporagdo, integragéo,
reconhecimento e processamento de informacdes sobre individuos da mesma espécie, e
permite que o animal possa reagir adequadamente a estimulos sociais através de uma
variedade de contextos. Para que o reconhecimento social ocorra, o animal deve
simplesmente reconhecer outro animal como familiar. Isto envolve uma deteccéo inicial
do sujeito, seja pela viséo, olfato, tato, audicdo, e a lembranca eventual do encontro
posterior. Apos este reconhecimento, uma resposta de investigacao olfativa apropriada
pode ser aumentada ou diminuida; assim como a agressao, ou filiacdo. O inicio de uma
resposta de luta ou fuga ocorre dependendo da experiéncia anterior do animal teste.
Desse modo, ratos podem diferenciar membros da col6nia de intrusos estranhos.

Agressdo dentro de uma col6nia de ratos € normalmente baixa, enquanto a
agressdo de membros da colonia a intrusos machos pode ser muito elevada (Blanchard

& Blanchard 1988). A interacdo continua ndo é necessaria para esta diferenca, com a
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remocao e substituicdo subseqiiente de um membro da colbnia ndo eliciar agressao
(Alberts & Galef 1973). Isto sugere fortemente um papel para o reconhecimento social

em essas interacdes dependentes do contexto.

Comportamento de Agregacéo Social

Os comportamentos sociais na vida adulta sdo afetados por alteracdes que
ocorrem durante a formacdo do sistema nervoso central, como por exemplo, durante o
periodo pré-natal ou pds-natal. Nos primeiros dias de idade o contexto social do filhote
se resume a relacdo com a mée e a ninhada que é composta por seus irmaos.

A agregacdo social entre irmaos é um comportamento que ocorre naturalmente
entre membros de uma mesma ninhada mantidos juntos nos primeiros dias de vida
(Eilam & Golani 1988). Os filhotes se aproximam uns dos outros ficando agrupados,
possivelmente para manter a temperatura corporal. Este comportamento normalmente
envolve a mde que os amamenta (Schank & Alberts 2000). Estes filhotes de ratos
Wistar até o décimo segundo dia de vida ainda apresentam os olhos fechados e se
orientam pela olfacdo. Assim, quando colocadas em uma superficie plana de uma arena
em uma camara de temperatura controlada, os filhotes exibem atividade sustentada de
locomoc&o e agregacao dindmica (Schank & Alberts 2000; Alberts 2007).

Se aglutinados, se comportam como um “superorganismo", mostrando-se
capacidades para a termorregulacdo e conservacao de energia muito alem do individuo
(Alberts 1978; Alberts 1978; Alberts & Brunjes 1978). A agregacdo dos neonatos pode
ser explicada por modelos computacionais que representam as preferéncias do filhote

para filhotes (Schank & Alberts 2000). Apesar de ainda serem incapazes de
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termorregulacdo como adultos e, assim, adquirir rapidamente a temperatura ambiente
(Alberts 1978).

Durante a fase imatura (em torno do sétimo dia de idade) o trato corticoespinhal
comeca a se desenvolver. O décimo dia de idade é o fim da fase imatura onde a
locomocgdo juntamente com atividade em grupo, pode ser melhor analisada (Schank &
Alberts 2000). Filhotes de sete e onze dias de idade ainda ndo apresentam a locomogéo
tipica de adultos. Apresentam as patas ligeiramente separadas e a barriga encostada no
chéo dificultando sua locomogéo. O surgimento da atividade vinculada ao contexto de
grupo é um indicador do surgimento de comportamento social do décimo dia de idade

(Schank & Alberts 2000).

A agregacdo social ¢ um parametro para avaliacdo de interacdo social em idade
precoce (Schank & Alberts 2000). Assim, a analise de comportamento em campo
aberto pode revelar uma série de indicadores comportamentais relaciondveis ao
comportamento adulto. O desenvolvimento de redes neurais e conexdes cerebrais
descendentes marca o encerramento da fase imatura da locomocgdo quando a atividade

acoplada em grupos pode ser detectada pela agregacéo social.

No décimo dia de idade, a ocitocina (administrada I.P.) em ratos facilita a
agregacao social em relacdo ao controle salina (Kojima & Alberts 2011). Em contraste,
0s receptores de ocitocina quando bloqueados pelo antagonista torna a agregacao mais
difusa. Estes resultados ndo foram explicados pelo efeito termico da ocitocina. Os
mesmos procedimentos experimentais ndo alteraram a agregacao social no sétimo dia de
idade. Assim, evidenciou-se que a ocitocina afeta 0 comportamento dos filhotes a partir
de uma idade especifica.

O comportamento de agregacdo social parece ser importante, pois fornece

informacdes sobre a capacidade deste animal de perceber um individuo semelhante e
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assim se manter aquecido e nutrido; o que é fundamental para a sobrevivéncia do
mesmo. Outro aspecto importante envolvido neste comportamento seria a capacidade
de locomocdo. Visto que os ratos que foram manipulados no periodo neonatal
apresentam diversas caracteristicas comportamentais anémalas na vida adulta seria
importante investigar se 0 comportamento de agregacéo social entre irmaos apresenta

alguma alteracdo devido ao procedimento da manipulacéo neonatal.

Comportamento de Brincadeira

O periodo neonatal e o periodo juvenil sdo etapas criticas para a formacao das
ligacBes sociais, assim como também, para o estabelecimento da relagdo do individuo
com o ambiente (Spear 2000). Os comportamentos sociais podem ser considerados
positivos onde ocorrem beneficios mdtuos além dos comportamentos considerados
agressivos. As ligacdes sociais podem se formar entre pais e filhotes, entre dois adultos
ou entre outros membros do grupo e proporcionam vantagens, entre elas a de garantir a
sobrevivéncia da espécie e a de defesa contra a predagéo.

O comportamento de brincadeira inicia-se na fase pds-desmame em ratos e
diversos autores afirmam que se trata de uma atividade fundamental para o
desenvolvimento social e cognitivo (Homberg et al. 2007). Comportamento de
brincadeira é a atividade motora que o individuo apresenta ap6s o0 nascimento e que
parece ndo ter um objetivo imediato, no qual padrées motores de outros contextos
podem ser usados de forma modificada e alterada em termos de seqtiéncia temporal e
com alternancia de dominancia (Bekoff & Byers 1998).

Os padrdes motores, de maneira geral, se repetem com freqiiéncia e sdo usados

exageradamente (Fagen 1981). Os beneficios da brincadeira podem ser resumidos em:
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treinamento fisico; desenvolvimento de habilidades sociais; competicdo intraespecifica;
promoc¢do de vinculos e coesdo social (Fagen1981). Os componentes envolvidos em
brincadeiras de luta se assemelham aos comportamentos sociais, agressivo e sexual
exibidos na idade adulta (Pellis et al. 1992). Brincadeiras envolvendo animais machos
adultos e juvenis parecem refletir a formacgdo precoce de dominancia social hierarquias
em ratos (Meaney et al. 1985).

Conforme revisdo (Meaney & Stewart 1981) existem duvidas sobre a utilizaco
do isolamento social como meio para comprovar a importancia do comportamento de
brincadeira no desenvolvimento do animal. O animal privado de interagfes sociais ndo
fica apenas privado de brincadeira, mas outros comportamentos também séo alterados
quando ele estd sozinho. Contudo, foram realizados experimentos em que foi possivel
relacionar a falta de brincadeira com alteragcdes de comportamento na vida adulta.

Os comportamentos sociais sdo influenciados fortemente por alteragdes que
ocorrem durante a formacéo do sistema nervoso central durante o periodo pré-natal ou
pos-natal. Os efeitos deletérios do isolamento social em ratos albinos criados sozinhos
entre 25 e 45 dias de idade foram minimizados se 0s animais pudessem brincar com um
parceiro durante uma hora por dia (Einon et al. 1978).

Ha& diversos modelos que reproduzem perturbacfes na relacdo mae-filhote que
repercutem na vida adulta: estresses por separacdo longa, por manipulacdes breves, por
alteracdo das condi¢fes do ninho. Estas alteracfes na relacdo mae-filhote apresentam
um impacto repercutindo nos comportamentos e alteragfes em sistemas neurais na vida
adulta (Fenoglio et al. 2006). Eventos que estressam a rata parturiente (estresse pre-
natal) levaram a mudanca nas intera¢fes sociais dos animais na vida adulta, os machos
apresentaram reducdo no comportamento de cheirar e um aumento na agressividade

(Patin et al. 2005).
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Aguilar e colaboradores (2009) discute a hipdtese de que estes estudos anteriores
sobre manipulacdo neonatal e comportamento de brincadeira ndo consideraram a
possibilidade de uma profunda mudanca induzida pela manipulagdo neonatal nos
sistemas motivacionais subjacentes a vontade de brincar como os sistemas de medo ou
de recompensa. O autor discute que caso a motivacdo para o0 comportamento de brincar
fosse reforcada pela manipulagédo neonatal de modo especifico, isto poderia indicar que
existe um sistema motivacional que induz um auto reforcamento de comportamentos
positivos, sensiveis em periodos criticos.

Aguilar e colaboradores (2009) buscaram estabelecer relacdo entre a
manipulagdo neonatal e a motivacdo de brincar em ratos juvenis. Na tentativa de
distanciar explicacfes alternativas baseadas no medo (ou novidade) os autores
desenvolveram um delineamento onde verificaram que ha um aumento na motivacao
para brincar de ratos manipulados quando comparados com ratos ndo manipulados.

Para explicar o0 aumento do comportamento de brincar em ratos manipulados os
autores propdem duas interpretagdes em termos de “medo baixo”. O primeiro atribuiu o
aumento da brincadeira em ratos manipulados a uma maior habituagcdo ao contato
humano, de modo que os ratos ndo manipulados apresentavam maior medo durante 0s
testes por causa do contato com experimentador "desconhecido”; e o segundo atribuiu o
aumento da brincadeira para reduzir a susceptibilidade ao medo em situagdes de ameaca
em relagéo aos controles ndo tratados.

Os estudos de Siviy & Harrison (2008) e Aguilar e colaboradores (2009) relatam
as repercussfes da manipulacdo neonatal sobre comportamentos sociais utilizando
diferentes metodologias. Tais metodologias ndo permitem avaliar a linha de base de

ocorréncia dos comportamentos ja que sao registrados em testes e arenas. Portanto, seria
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importante avaliar os comportamentos sociais de maneira espontanea para compreender

como poderia ocorrer no ambiente natural.

Neste trabalho foi avaliado a ocorréncia do comportamento de brincadeira em

situacOes que permitem nos aproximar da linha de base de ocorréncia espontéanea.

A manipulagdo neonatal induz diversas alteragbes comportamentais na vida
adulta que podem estar relacionadas com o estabelecimento de interagcbes sociais
durante o inicio da vida do animal. O estudo do comportamento de brincadeira dos
animais manipulados pode nos fornecer informacdes importantes sobre estas primeiras
interacdes sociais e suas repercussdes na formacdo de padrbes de comportamentos

sociais na vida adulta.

Ocitocina

A Qcitocina (OT) € liberada no Sistema Nervoso Central (SNC) por meio de
neurdnios parvocelulares, os quais estdo localizados no Nucleo Paraventricular e em
outras regides do cérebro (Kendrick 2004). Sendo assim, a OT possui acdes periférica
e central, sendo que sua acdo periférica na amamentacdo e no periodo gestacional esta
bem estabelecida.

A ocitocina funciona como um neuromodulador complexo que medeia
comportamentos sociais e reprodutivos, incluindo o acasalamento, a formacgdo de
ligacdo do par, e comportamento materno (Kendrick 2004). A ocitocina tem efeitos
sobre 0 humor, memoria, integracdo sensorial olfativa e apetite. Estes efeitos sdo
mediados através de projecdes de neurbnios ocitocinérgicos que sdo amplamente

distribuidos por todo o cérebro (Pedersen & Boccia 1992). A OT também pode ser
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considerada um horménio tipico do estresse a qual pode estar envolvida no controle
neuroenddcrino das respostas ao estresse, podendo também estar envolvida em
psicopatologias relacionadas ao estresse, tais como a depresséo (Consiglio 2006).

Quando liberada centralmente age como um neuromodulador com diversas
fungdes no comportamento maternal (Pedersen et al. 1995) comportamento sexual,
promogédo de relagBes sociais positivas (Ferguson et al. 2002), resposta ao estresse
(Neumann et al. 2000a; Neumann et al. 2000b) e a¢do ansiolitica em ratas (Bale et al.
2001).

Ocitocina é liberada em relagBes sociais, sexuais ou ndo, em ratos machos e
fémeas (Wallner et al. 2006). Altas concentraces de OT foram encontradas no liquido-
cérebro-espinhal de machos apds a ejaculacdo. A injecdo central de OT em fémeas
tratadas com progesterona aumentou o quociente de lordoses quando expostas a machos
sexualmente ativos enquanto a injecdo de antagonista para o receptor de ocitocina
(OTA) inibiu o comportamento sexual destas (Pedersen & Boccia 2002). Existe uma
alta densidade de receptores para OT em regides hipotalamicas relacionadas ao
comportamento sexual, como o hipotdlamo ventromedial e a &rea predptica medial
(Caligioni et al 2007).

A OT também pode ser liberada durante a escolha e a formacao de pares e seus
receptores centrais, em areas subcorticais importantes, sdo ativados durante alguns tipos
especificos de sentimentos, como o amor maternal (para revisdo, Zeki 2007). Este
peptideo pode agir regulando comportamentos relacionados a estresse e no aprendizado
e memoria, bem como na emocionalidade, em associagdo com a vasopressina (VP)
(Engelmann et al. 2000). A OT facilita a motivagdo social e o comportamento de
aproximacdo, e parece ser fundamental para o estabelecimento de vinculos sociais

(Young & Frank 1999).
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Camundongos nocautes de OT também tém sido usados no entendimento das
funcdes desempenhadas centralmente por esse neuropeptideo. Camundongos fémeas
nocautes de OT (OT -/-) apresentaram niveis maiores de ansiedade quando comparados
com o grupo controle (OT +/+) e que este quadro se revertia quando era administrada
OT centralmente (Mantella et al. 2003).

Também foi demonstrado em camundongos OT +/+ que quando administrado o
antagonista do receptor de OT induz um aumento da ansiedade. Os autores atribuiram o
aumento da ansiedade em camundongos OT -/- & auséncia de vias ocitocinérgicas, as
quais podem estar relacionadas com a modulagdo da ansiedade. Além disto, estudos em
ratas e camundongos fémeas demonstraram queda da ansiedade ap6s administracdo
central de OT (McCarthy et al. 1996; Amico et al. 2004).

Entretanto, ainda ndo é possivel concluir que a OT enddgena desempenha
necessariamente essas funcées (Amico et al. 2004). Estudos em humanos ainda sao
escassos e relativamente limitados devido a dificuldade de administracdo da OT, uma
vez que em roedores é realizada central ou intravenosamente. Uma alternativa prética e
viavel é a administracdo intranasal de neuropeptideos, os quais através desta técnica sao
encontrados no liquido cefalorraquidiano de humanos e ainda em uma variedade de
regides cerebrais em ratos (Heinrichs et al. 2003). Dados iniciais utilizando a
administracdo intranasal de OT em humanos sugerem que pode reduzir respostas
hormonais e subjetivas ao estresse psicossocial.

A maior parte dos estudos sugere que a administracdo de OT diminui a secre¢édo
de glicocorticoides (Neumann et al. 2000a; Neumann et al. 2000b; Heinrichs &
Baumgartner 2003) e como descrito acima, atenua a ansiedade (Bale et al. 2001) Ratas
que foram submetidas a administragéo intracerebroventricular de OT secretaram menos

corticosterona quando submetidas a um estresse psicologico (barulho) e ainda se
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mostraram menos ansiosas em um modelo de ansiedade. Windle et al. (1997) ainda
demonstraram uma relacdo dose-dependente entre a concentracdo administrada de OT e
a liberacéo de corticosterona em resposta ao estresse (barulho).

Estudos em camundongos fémeas nocautes em OT também ajudam a esclarecer
a funcdo da OT na modulacéo do eixo HPA. Pesquisadores demonstraram um aumento
significativo da liberacdo de corticosterona induzida pelo estresse (Amico et al. 2004) e
da ansiedade nestes animais (Mantella et al. 2003). Além de niveis maiores de
corticosterona, estes camundongos apresentam menor expressdo de cFOS na amigdala
medial quando submetidos a estresse psicoldgico, area esta, envolvida com a ativacao
do eixo HPA e consequente liberacéo de corticosterona.

Além disso, pesquisas recentes sugerem que a OT esta relacionada com a
reducdo dos niveis de ACTH em macacos (Parker et al. 2005) e de cortisol em humanos
(Heinrichs et al. 2003) quando submetidos a estimulos estressantes. Portanto, é possivel
afirmar que a liberagdo central de OT diminui a ansiedade e atenua a resposta do eixo

HPA a estimulos psicologicamente estressantes.

Sistema Ocitocinérgico

Como visto acima, o sistema ocitocinérgico esta envolvido em interagGes
sociais, podendo estes serem mediados pelos receptores para ocitocina. O sistema
ocitocinérgico desempenha um papel central na regulacdo dos comportamentos sociais
em mamiferos (Young & Bielsky 2004) e comportamentos de vinculos, incluindo
cuidados maternos e paternos, ligagdo em pares, investigacdo social e comportamento
sexual. O receptor para OT € uma proteina acoplada a proteina G e esta presente nos

tecidos periféricos e no SNC (Gimpl & Fahrenholz 2001). Perifericamente existem
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receptores para OT em células 6sseas, mioblastos, células cardiacas e endoteliais (para
revisdo, Zingg & Laporte 2003). Sitios de ligacdo para OT possuem ampla distribuicéo
no cérebro: no sistema olfatorio, nos ndcleos basais, no sistema limbico, no talamo, no
hipotalamo, algumas regides corticais, no tronco cerebral e na medula espinhal.

O receptor de ocitocina pode estar associado tanto a proteinas G do tipo Gg/11
como a proteinas Gi, e seus efeitos intracelulares dependem do tipo de acoplamento
(Wettschureck et al. 2004a; Wettschureck et al. 2004b; Reversi et al. 2005; Reversi et
al. 2006). O OTR apresenta-se comumente oligomerizado na superficie da célula,
mesmo na auséncia de ligantes, e pode também ser encontrado oligomerizado com
receptores da familia da vasopressina (V1ae V2).

A maior concentracdo de receptores é encontrada no nucleo olfatério anterior,
hipotdlamo ventromedial, amigdala central e no subiculo ventral (Reversi et al. 2005). A
localizacdo destes sitios de ligacdo muda de acordo com o desenvolvimento do animal,
pois aos 10 dias de idade, os ratos apresentam maior densidade de receptores para OT
no cortex cingulado e retroesplenial, na substancia gelatinosa do nucleo do trigémeo,
caudado-putdmen, subiculo dorsal (Tribollet et al. 1992). Entretanto aos 90 dias, ha
diminuicdo ou desaparecimento dos receptores nestes locais Existem receptores para OT
no bulbo olfatério, no tubérculo olfatério e em outros ndcleos da amigdala, que podem
estar relacionados a percepcdo ou modulacdo de estimulos olfativos (Caldwell 1992;
Caldwell et al. 1992).

Foram descritos receptores no cortex insular e perirrinal, subiculo ventral,
caudado-putdmen dorsolateral, nacleo acumbens, septo lateral, nicleo da base da estria
terminal, ndcleo medial tuberal, complexo mamilar, oliva dorsal, nicleo espinhal

trigeminal, nacleo do trato solitario e area tegmental ventral (Pedersen et al. 1995).
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Estudos recentes também confirmaram que as primeiras experiéncias de contato
sociais repercutem nas ligacdes sociais na idade adulta (variagdo no agrupamento
social), experiéncias comportamentais fora da experiéncia natural (intervencoes
neonatais) ou manipulacdes farmacoldgicas. Tais repercussdes podem ser verificadas
nos comportamentos sociais e através de parametros bioquimicos em animais adultos
(Lukas et al. 2011).

Consideramos que a manipulagdo neonatal pode repercutir no estabelecimento
das primeiras interagcdes sociais dos animais (relacdo materno-filial e com os irméos). O
sistema ocitocinérgico modula as interagdes sociais, portanto consideramos que 0s
animais que foram manipulados no periodo neonatal apresentam alteracdes em alguma
parte deste sistema.

Os receptores de ocitocina sdo fundamentais nas respostas neuroquimicas do
sistema ocitocinérgico, portanto investigamos a quantidade de receptores no
cortex frontal, bulbo olfatério e locus coeruleus. Estas estruturas foram escolhidas
devido a seu envolvimento em respostas de comportamento e reconhecimento social,

afiliacdo e comportamento maternal (Choleris et al. 2009).
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JUSTIFICATIVA GERAL

Diversos trabalhos estudam as alteracdes comportamentais, neuroendocrinas e
morfologicas que ratos manipulados no periodo neonatal apresentam na idade adulta.
Nosso estudo se diferencia neste aspecto, pois considera a hipotese de que a intervencao
neonatal apresenta repercussdes ja nos periodos iniciais de idade. Esta tese tem como
objetivo estudar os efeitos da manipulacdo neonatal no estabelecimento das relacdes
sociais no periodo neonatal e puberdade utilizando como parametros de avaliacdo:
comportamentos de agregacdo social, comportamento de brincadeira e a expressao
protéica de receptores de ocitocina. O comportamento de brincar parece ser
indispensavel para o desenvolvimento adequado e o enfrentamento relacionado ao
ambiente social, e a capacidade de agregacdo social uma arena pode ser um indicador
precoce de déficits sociais. Este estudo enfatizou verificar se a manipulacdo neonatal
promove alteracfes ao longo da vida do animal, em suas fases iniciais; no periodo
neonatal e puberdade. A hipdtese norteadora desta tese € de que 0s animais que
receberam esta intervencdo sofrem alteracbes em sistemas neurais e desta forma
apresentam déficits em comportamentos sociais desde cedo (idades estudadas: 7°, 11°,
25°, 30° e 35° dia de idade). O sistema ocitocinérgico modula as interacdes sociais,
portanto trabalhamos com a hipétese que os animais que foram manipulados no periodo
neonatal apresentam alteracGes nos receptores de ocitocina. Investigamos a expressao
de receptores no cortex frontal, bulbo olfatério e locus coeruleus, pois estas estruturas
estédo envolvidas em respostas de comportamento de reconhecimento social, afiliagéo e

comportamento maternal (Giovenardi et al 1998; Choleris et al, 2007).
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HIPOTESES

1. A intervencdo por manipulacdo neonatal diminui comportamentos sociais
iniciais como a agregacdo social (7° e 11° dia de idade) e o comportamento de
brincadeira (25°, 30° e 35° dias de idade).

2. A intervencdo por manipulacdo neonatal ndo altera a locomocdo dos animais
no 11° dia de idade.

3. A intervencdo por manipulacdo neonatal diminui a expressdo dos receptores
de ocitocina no 11° e 30° dia de idade nas seguintes estruturas cerebrais: cortex cerebral

frontal, locus coeruleus e bulbo olfatério.

30



OBJETIVO GERAL

Esta tese propde-se a analisar o papel da manipulacdo neonatal no
estabelecimento das relagdes sociais no periodo neonatal e puberdade, utilizando como
parametro o comportamento de brincadeira a agregacao social e entre os animais. Além
disso, propde avaliar o possivel efeito da manipulacdo neonatal na expresséo protéica de

receptores de ocitocina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente estudo teve como objetivos especificos analisar:

1 O efeito da manipulacdo neonatal sobre o comportamento de brincadeira
em ratos machos e fémeas aos 25, 30 e 35 dias de idade.

2 O efeito da manipulacdo neonatal sobre o comportamento de agregacao
social entre irmaos de mesmo sexo (machos ou fémeas) de 7 e 11 dias de idade.

3 O efeito da manipulacdo neonatal sobre a locomogéo de filhotes machos e

fémeas de 11 dias de idade.

4 O efeito da estimulacdo neonatal em ratos machos e fémeas de 11 e 30
dias de idade no locus coeruleus, cortex frontal e bulbo olfatério sobre a expressdo

protéica de receptores de ocitocina.
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MATERIAIS E METODOS GERAIS

A metodologia descrita a seguir foi utilizada para a realizagdo de todos os
experimentos desenvolvidos nesta tese. Porém, o item material e métodos especificos de
cada capitulo foram descritos detalhadamente na metodologia especifica de cada

experimento.

Manipulagdo Neonatal

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas provenientes do biotério do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Os animais foram mantidos no biotério sob um ciclo claro-escuro de 12:12
horas com inicio da fase escura as 17 horas e 30 minutos. Fémeas prenhas foram
trazidas do biotério central da UFRGS ao biotério do Laboratério de
Neuroendocrinologia. O momento do parto foi rigorosamente controlado. No dia
seguinte ao nascimento, as ninhadas foram reduzidas a oito filhotes com um minimo de
quatro machos que foram utilizados para coleta do material bioldgico. Todos os
procedimentos utilizados neste estudo foram executados obedecendo as diretrizes de
cuidados e uso de animais de laboratorio do Instituto Nacional de Sadde que foram
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (Protocolo n ©2007862).
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ESTIMULACAO NEONATAL

Procedimento de Manipulacdo Neonatal

Os filhotes foram manipulados cuidadosamente durante 1 minuto por dia do
primeiro ao décimo dia pds-natal (PND). A caixa residéncia era levada para uma sala ao
lado, onde a luz ambiente e a temperatura eram semelhantes ao do biotério. A mée era
colocada em outra caixa ao lado da gaiola. O experimentador em seguida, manipulava
delicadamente todos os filhotes, simultaneamente, com ambas as mé&os cobertas com
luvas de latex finos durante 1 minuto. ApoOs tratamento, todos os filhotes foram
devolvidos para o0 ninho ao mesmo tempo e a mae foi entdo colocada de volta na caixa
residéncia junto com os neonatos. Os filhotes foram manipulados a uma distancia de
cerca de 1 metro da mée. O tempo total de mae-separacdo foi de cerca de 2 min. O
procedimento foi repetido do 1° ao 10° dia pos-natal no fotoperiodo claro. Este
protocolo foi descrito em estudos anteriores (Padoin et al. 2001; Gomes et al. 1999;

Lucion et al. 2003; Severino et al. 2004).

N&o-manipulados (grupo controle): os filhotes ndo foram tocados pelo

experimentador nem pelos tratadores durante os 10 primeiros dias de vida.

Manipulados cronicos: os animais foram retirados gentilmente manipulados

pelo experimentador por 1 minuto uma vez por dia durante os dez primeiros dias de

vida (manipulacao repetida).
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Figura 1
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CAPITULO 1

ESTUDO DO EFEITO DA I\/IANNIPULAQAO
NEONATAL SOBRE A AGREGACAO SOCIAL
ENTRE IRMAQOS DE 7 E 11 DIAS DE IDADE
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OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo avaliar:
1. O efeito da manipulagdo neonatal sobre o comportamento de agregagéo social

entre irmaos de mesmo sexo (machos ou fémeas) no 7° e 112 dias de idade.

2. O efeito da manipulagdo neonatal sobre a locomocéo de filhotes machos e

fémeas no 11° dia de idade.
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MATERIAL E METODOS

TESTE PARA AVALIAGCAO DO COMPORTAMENTO DE AGREGAGCAO SOCIAL

Neste teste é possivel avaliar o tempo que o filhote permanece em contato fisico
direto com o irmdo do mesmo sexo bem como a laténcia deste encontro e o tempo em
que permanecem separados. Para isto, foi utilizada uma caixa de acrilico de 40cm de
comprimento x 34cm de largura X 24cm de altura transparente. Em um lado foi
colocado um dos irmaos e no outro extremo o outro do mesmo sexo. Os filhotes foram
monitorados através de uma filmadora por 5 minutos, sendo que em cada sessao de
filmagem a caixa foi limpa com alcool 70% e a temperatura da caixa foi monitorada

mantendo-a na mesma faixa da temperatura ambiente (23-26°C).

Controle
I I AGREGACAO SOCIAL

Dia 01 Dia7
ou 11

5 minutos de filmagem
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TESTE DE CAMPO ABERTO EM FILHOTES DE 11 DIAS

Este experimento teve como objetivo verificar se a manipulagéo neonatal altera
0 comportamento de locomocdo no 7°e 11° dias de idade. H& o registro do tempo que o
filhote se locomove assim como sua permanéncia no mesmo lugar. Para isto, foi
utilizada uma caixa de acrilico transparente de 40 cm de comprimento x 34 cm de
largura x 24 cm de altura. Em um lado foi colocado um filhote de um dos grupos. Os
filhotes foram monitorados através de uma filmadora por 5 minutos, sendo que em cada
sessdo de filmagem a caixa foi limpa com alcool 70% A temperatura da caixa foi
monitorada sendo mantida entre 24 e 26 °C. Os parametros analisados foram a

locomocdo geral na caixa de acrilico.
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ANALISE COMPORTAMENTAL

Para andlise dos comportamentos assumidos durante o registro foram avaliados
0S seguintes parametros:

1. Separados: caracterizados pela auséncia de contato fisico entre os irmédos
do mesmo sexo.

2. Encontro: caracterizado pelo contato fisico entre os irmdos do mesmo
Sexo.

3. Escalada: caracterizado pelo movimento onde o animal apoia-se nas

patas traseiras e busca apoio na parede com as patas dianteiras.

4. Parado: caracterizado pela auséncia de movimentos relacionados a
locomocao.
5. Locomocao: caracterizado pelo movimento realizado pelo animal onde

este se locomove de modo a alterar sua posi¢do na caixa de acrilico.

Todas as analises comportamentais deste trabalho foram registradas em fitas
VHS, analisadas no programa Noldus® (Holanda) e submetidas a analise estatistica

para verificacdo de possiveis diferencas entre 0s grupos experimentais.

ANALISE ESTATISTICA

Através do teste de Levene, avaliava-se a heterogeneidade entre as variancias e

quando apropriado foi utilizada a ANOVA Ponderada seguida de Newman Keuls.
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RESULTADOS

MEDIA DO TEMPO SEPARADO NO 7° PND

O Teste de Levene (que indica a homogeneidade de variancias entre 0s grupos)
resultou na ndo rejeicédo da hipotese nula de homogeneidade de variancias (p=0,07).

N&do foi detectada interacdo entre as varidveis sexo e manipulacéo
F(1,44)=0,070. Porém, ha efeito significativo do fator manipulagcdo, ou seja, existe
diferenca significativa entre as médias do tempo em separado do grupo manipulado
F(1,44)=139,555; p<0,001. H& efeito significativo do fator sexo, ou seja, existe
diferenca significativa entre os niveis do fator sexo F(1,44)=6,128; p=0,018.

A média de tempo em separados das fémeas (média=201,9) foi
significativamente maior que a média de tempo em separados dos machos
(média=165,7). A média de tempo em separados no grupo manipulado (média=270,0)
foi significativamente maior que no grupo ndo manipulado (média=97,6). Isto pode ser

verificado nos gréaficos abaixo:
Figura 3: Comportamento de permanecer separado em filhotes de ratos aos 7
dias de idade

TEMPO TOTAL DE PERMANEGER SEPARADOS (DUPLA
DE [RMAOS DO MESMO SEXO COM 7 DIAS DE IDADE)

4004 ,
B3 fem.intac (n=10)
* EZ&l machinfc (n=10)
300+ p— ® i e
- B fem.manip. (n=10)
[ mach.manip. (n=11)
2001

1001

tempo em seqgundo
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MEDIA DO TEMPO TOTAL DE PERMANECER SEPARADOS NO 11° PND

Nas anélises preliminares, através do teste de Levene, detectou-se
heterogeneidade significativa entre as variancias e foram feitas transformacgdes na
variavel tempo separado 11 dias. Como nenhuma das transformacdes realizadas resultou
em homogeneidade nas variancias, utilizou-se o método de Minimos Quadrados
Ponderados (Anova Ponderada). O Teste de Levene (que indica a homogeneidade de
variancias entre os grupos) resultou na ndo rejeicdo da hipotese nula de homogeneidade
de variancias (p = 0,825).

Né&o foi detectada interacdo entre as varidveis sexo e manipulacdo F(1,47)=0,036
(p=0,85). Porem, hé efeito significativo do fator manipulacéo, ou seja, existe diferenca
significativa entre 0os grupos manipulados e ndo manipulados F(1,47)=20,686 com
p<0,001. A média de tempo em separados do grupo manipulado (media=275,95) foi
significativamente maior que a média de tempo em separados do grupo ndo manipulado
(média=174,8). N&o foram constatadas diferencas significativas entre machos e fémeas
(fator sexo) F(1,47)=2,151 com p=0,15.

Figura 4: Comportamento de permanecer separado em filhotes de ratos aos 10

dias de idade.

MEDIA DO TEMPO TOTAL DE PERMANECER SEPARADOS (DUPLA
DE IRMAOS DO MESMO SEXO COM 11 DIAS DE IDADE)
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5 ¥ §
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MEDIA DO TEMPO DE LOCOMOGCAO NO 11° PND

Ndo foi detectada interacdo entre as varidveis sexo e manipulacdo
(F(1,39)=0,076; p=0,78). Porem hé efeito significativo do fator manipulacdo, ou seja,
existe diferenca significativa entre os niveis do fator Manipulacdo (F(1,39)=4,271; p
=0,046). N&o foram constatadas diferencas entre machos e fémeas (fator Sexo
F(1,39)=0,218; p=0.64)

A média do tempo de locomogcdo do grupo manipulado (média=45,6) foi
significativamente maior que o tempo médio do grupo manipulado (média=70,2). Isto

pode ser verificado no grafico abaixo:

Figura 5: Duragéo de locomocdo em filhotes de ratos aos 11 dias de idade.
Tempo Total de Locomogdo em Campo Aberto de ratos machos e fémeas
de 11 dias de idade

150 ndo-manipulados fémeas (n=10)

E3 ndo-manipulados machos (n=10)
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste capitulo demonstraram que o protocolo da
manipulacdo neonatal alterou o comportamento de agregacéo social de ratos machos e
fémeas submetidos a este procedimento. Os ratos que foram submetidos a manipulagédo
neonatal apresentaram aumento no tempo de permanecer separado do irmao do mesmo
sexo quando comparados com o grupo ndo manipulado, nas idades estudadas (7 e 11
dias de idade duas idade). Além disto, as fémeas manipuladas (com idade de 11 dias)
apresentam um tempo maior de permanecerem separadas quando comparada a machos

manipulados.

Para discutir os resultados sobre agregacdo social devemos compreender que
quando separados de suas méaes, os filhotes sinalizam para a mée recolhé-los através de
dicas olfativas, visuais e auditivas, portanto tais sinais também devem estar envolvidos
no comportamento da ninhada em agregar-se e deveriam ser avaliados para que
houvesse uma compreensdo d o fendmeno de maneira mais completa. Em ratos, foi
sugerido que principalmente até o 10° dia pos-parto, os filhotes apresentam uma
circuitaria neural peculiar adaptada a desenvolver um forte apego pela mée, ndo
importando a qualidade de cuidado materno recebido (Moriceau et al. 2010; Raineki et
al. 2010). Filhotes de ratos que foram lambidos e afagados freqiientemente por suas
mdes apresentam liberacdo de OT (Pedersen & Boccia 2002). Ha evidéncia de que a OT
enddgena durante o periodo neonatal tenha efeitos organizadores na expressdo do

comportamento adulto.

Conforme Todeschin et al. (2009) a manipulacdo neonatal induziu alterages nos
comportamento sociais reduzindo o tempo de investigacdo social de ratos machos nos

testes de memoria social e interacdo social. Estes resultados também apresentam

43



diferenca sexual, pois fémeas submetidas ao teste de interacdo social ndo apresentam
diferenca em relacdo ao grupo ndo manipulado (Todeschin et al. 2009). Podemos
estabelecer uma relacdo entre nossos resultados e os de Todeschin et al. (2009) ja que
0 comportamento de agregacdo social é considerado por alguns autores como precursor

do comportamento de reconhecimento e investigagao social.

Esta diminuicdo na capacidade de agregacdo em grupos de contato é um
indicador precoce de déficit social (Schank 2008). Assim, podemos afirmar que a
manipulagcdo neonatal desde cedo altera as interagfes sociais dos animais que foram
submetidos a esta intervencdo neonatal ja que o surgimento da atividade acoplada ao
contexto de grupo é um indicador do surgimento de comportamento social (Schank &
Alberts 2000). Os filhotes nestas idades séo altriciais, orientando-se ainda apenas pela

olfagéo.

No teste que avalia a capacidade de agregacdo social temos como hipétese que o
fator determinante para que haja o encontro dos filhotes na arena (onde é realizado o
teste) é capacidade de aprendizagem olfatéria. Podemos relacionar os resultados obtidos
neste capitulo com os de Raineki et al. (2009) que demonstraram que a manipulacdo
neonatal causa uma reducdo na preferéncia pelo odor do ninho apenas em fémeas e aos
7 dias de vida. Portanto, sugerimos que a diminui¢cdo do comportamento de agregacao
social verificados nos filhotes de 7 e 11 dias de idade esteja relacionada com a reducgéo
da preferéncia pelo odor do ninho. O reconhecimento do odor maternal € fundamental
para sobrevivéncia de filhotes altriciais como ratos, pois eles dependem da mée para
protecdo, manutencdo da temperatura corporal e alimentacéo. Essa identificacdo da mée
ocorre devido ao aprendizado olfatorio, que se da pelo pareamento do cuidado maternal

(estimulo tatil) com o cheiro da mée (Leon 1992).
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Entretanto, nossos resultados se diferenciam dos resultados de Raineki et al.
(2009) pois machos como fémeas manipulados quando comparados com animais néo-
manipulados apresentam resultdos que indicam uma diminui¢do da agregacgdo social.
Sugerimos que o mecanismo que esteja envolvido no comportamento da agregacgao
social seja mediado por outras estruturas. Talvez ndo somente pelo aprendizado
olfatorio. Seria importante avaliar também a motricidade destes animais no mesmo

contexto dos testes comportamentais aqui discutidos.

A manipulagdo neonatal afeta o comportamento materno, pois aumenta o
cuidado parental (Pryce et al. 2001) esta alteracdo na relacdo mae-filhote pode estar
relacionada com o resultado diminuido apresentado pelo grupo manipulado no
comportamento de agregar-se. Conforme Liu et al. (1997) as ratas mées de filhotes que
tiveram seus filhotes manipulados permanecem mais tempo cuidando da sua prole, um
dos comportamentos alterados € o de lamber os filhotes (h& um aumento neste

comportamento).

Outro fator que pode estar envolvido com esta alteracdo no comportamento de
agregacdo social de ratos machos e fémeas manipuladas é sua motricidade. Para isto
realizamos o teste do campo aberto nos animais aos 11 dias de idade. Observamos
diferencgas significativas entre as médias do tempo total de locomocdo. O que pode nos
permitir concluir que nossos resultados sobre agregacdo social estdo enviesados por
alteracoes na motricidade dos filhotes manipulados. O campo aberto utilizado foi
quadrado, o0 que possibilita aos animais a permanéncia nos cantos. Seria importante
analisar esses mesmos comportamentos num campo aberto redondo. Os fatores que
podem estar relacionados a maior locomocdo que encontramos nos filhotes
manipulados devem ser melhor investigados. Outra possibilidade para o aumento da

locomocdo nos filhotes manipualdos seria geracdo de calor, como compensacao ao fato
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de terem uma reducdo da agregacao social. De qualquer forma, é interessante notar que
a manipulagdo aumenta locomocdo de ratos adultos em campo aberto (quadrado ou

redondo), e aqui mostramos que nos filhotes de 11 dias também constatamos esse efeito.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA MANIPULACAO NEONATAL SOBRE
OS COMPORTAMENTOS BRINCADEIRA EM
RATOS JUVENIS
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OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo avaliar:
1. O efeito da manipulacdo neonatal sobre o comportamento de brincadeira no

25° 30° e 35° dia de idade.
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REGISTRO E ANALISE DOS COMPORTAMENTOS DE BRINCADEIRAS

Para o registro do comportamento de brincadeira foram utilizadas caixas
residéncia de acrilico transparentes de 40 cm de comprimento x 34 cm de largura x 24
cm de altura onde havia maravalha limpa e acesso a ragdo e 4gua. As observacdes foram
realizadas dentro do biotério onde os animais foram mantidos desde o nascimento. Os
animais foram separados da mae apds o desmame e agrupados em coldnias compostas
por 4 machos ou 4 fémeas irmaos entre si. O registro comportamental consistiu de 25
observagdes pontuais no tempo total de 1 hora e 12 minutos onde foram anotados em
uma planilha os comportamentos de brincadeira de 36 colénias. Os horérios dos
registros foram: 15, 18, 20 e 21 e 30 horas. Em cada periodo os comportamentos de
brincadeira foram observados e registrados a cada 3 minutos (25 observagdes por

periodo x 4 periodos por dia = 100 observacdes/coldnia/dia).

Os seguintes comportamentos de brincadeira (Meaney & Stewart 1981) foram
registrados:
“Atacar”: quando um animal empurra o outro animal esfregando o nariz
na nuca ou no dorso de outro animal.
Rolar (“Wrestling”): Dois animais rolam e tombam um com o outro.

Boxe: Dois animais em pé de frente para o outro realizam movimentos
de boxear em dire¢éo ao outro.

Postura de exposi¢cdo ventral: Um animal encontra-se de costas (no
chédo) totalmente ao outro animal, expondo sua superficie ventral para outro
animal.

Pular: animal executa seqiiéncia de saltos curto perto do chéo.

Perseguir (“Chasing”): Um animal a correr em direcdo a outro animal
que se move no sentido oposto.

Cheirar: Um animal cheirar a regido anogenital de outro animal.
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Figura 2

Figura 3
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ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada ANOVA de duas vias (sexo e manipulacdo), seguida pelo teste de
Bonferroni post hoc. Todos os resultados foram expressos como média + erro padréo da

média (EPM). Em todos os testes, o nivel de significancia estatistica foi de p <0,05.
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RESULTADOS

Comportamentos de Brincadeira

“Atacar” no 25° 30° e 35° dias de idade.

Efeitos principais da manipulacdo e sexo foram encontrados no comportamento
de “pouncing” nas trés idades estudadas (Figura 1). A manipula¢cdo neonatal reduziu a
frequéncia de pouncing quando comparados com 0s animais ndo manipulados no PND
25 (F(1, 33) = 37,78, p <0,001), PND 30 (F(1, 33) = 27,36, p <.0,001), e PND 35 (F(1,
33) = 67,80, p <0,001). Como esperado, os machos apresentaram uma maior fregiiéncia
de pouncing que as fémeas no PND 25 (F(1, 33) = 12,08, p <.001), PND 30 (F(1, 33) =
14,04, p <0,001), e PND 35 (F(1, 33) = 27,25, p <0,001). Ndo foram verificados efeitos
de interacdo significativa entre tratamento e sexo no PND 25 (F(1, 33) = 0,02) PND e
30 (F(1, 33) = 0,41). No entanto, uma interacdo significativa entre os fatores foi
observada no PND 35 (F(1, 33) = 19,95, p <0,001), em que o efeito de tratamento foi
maior pronunciada nos machos do que nas fémeas, apesar de a intervencdo reduziu o

comportamento em ambos.

“Perseguir” nos 25, 30 e 35 dias de idade.

Efeitos principais da manipulacdo e sexo foram encontrados no comportamento

de “perseguir” nas trés idades estudadas (Tabela 1). A manipula¢do neonatal reduziu a

freqliéncia de perseguir no PND 25 (F(1, 33) = 8,87, p <0,01), PND 30 (F(1, 33) =
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17,38, p <0,001), e PND 35 (F(1, 33) =27,99, p <0,001). No que diz respeito as
diferencas sexuais, 0s machos se envolvem em mais em perseguir do que as fémeas no
PND 25 (F (1, 33) = 7,71, p <0,01), PND 30 (F(1, 33) = 53,93, p < 001), e PND 35
(F(1, 33) = 4,40, p <0,05). Ndo foi detectada interacdo significativa entre a manipulagao
e sexo em qualquer das idades estudadas (PND 25, F(1, 33) = 0,46; PND 30, F(1, 33) =

1,06; PND 35, F(1, 33) = 0,53).

Rolar (“wrestling”) nos 25, 30, e 35 dias de idade.

Efeitos principais da manipulacdo e sexo foram encontrados no comportamento
de “rolar” nas trés idades estudadas (Tabela 1). A manipulagdo neonatal reduziu a
frequéncia de rolar no PND 25 (F(1, 33) = 13,09, p <0,01), PND 30 (F(1, 33) = 7,48, p
<0,001), e PND 35 (F(1, 33) = 7,27, p <.001). O efeito principal do sexo ndo foi
significativo no 25° PND (F(1, 33) = 4,35, p = 0,05), mas 0s machos se envolvem mais
em “rolar” do que as fémeas, como esperado, no PND 30 (F(1, 33) = 10,18, p <0,01) e
PND 35 (F(1, 33) = 7,27; p <0,01). Nenhuma interacdo significativa foi detectada entre
tratamento e sexo em qualquer uma das idades (PND 25, F(1, 33) = 0,36; PND 30, F(1,

33) = 1,87; PND 35, F(1, 33) = 3,48).
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Figura 1. “Atacar” no 25°, 30° e 35° PND . Média (= SEM) frequéncias de pouncing,
comparacdo entre machos e fémeas NH (n&o manipulados) e H (manipulados). Utilizou-
se ANOVA (manipulacéo e sexo como fatores; teste post hoc (Bonferoni)) e demostra-
se que a manipulacdo neonatal (1 min a manipulacdo diaria do PND 1-10) reduziu a
quantidade de pouncing em todas as idades (p <0,05), independentemente do sexo.
Além disso, como esperado os machos apresentam uma frequéncia de pouncing
aumentada quando comparados com as fémeas (p <0,05), independentemente da
manipulagdo. N&o-manipulados machos (n = 9), ndo-manipuladas fémeas (n = 9),
machos manipulados (n = 9), fémeas manipuladas (n = 9). * Representa diferenca
entre animais manipulados e ndo-manipulados.

Atacar aos 25 dias de idade

ndo-manipulados fémeas (n=10)

15~
B3 nado-manipulados machos (n=10)
B3 manipulados fémeas (n=10)
0 manipulados machos (n=10)
© 104
8 -
c
o *
(on
(&)
H: 5- *
1
0 L] L]

54



frequencia

frequencia

Atacar aos 30 dias de idade

301
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Atacar aos 35 dias de idade

n&o-manipulados fémeas (n=10)
BE3 néo-manipulados machos (n=10)
B3 manipulados fémeas (n=10)
0 manipulados machos (n=10)
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0 manipulados machos (n=10)
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Tabela 1. Resultados descritivos de “Perseguir” e “Rolar” no 25° 30° ¢ 35° PND. A

média (+ SEM) da freqliéncia dos comportamentos do grupo ndo manipulado (NH) e

manipulado (H) ratos machos (J3') e fémeas ().

Comportamento

25 PND

30 PND

35PND

Perseguir NH

H

Rolar NH
H

Pular NH
H

Gy 0 O 0 O 0 Oy O Oy O Oy

+O

Média (+SEM)
3.1+0.4
1.740.2
1.740.4*
0.8+0.3*
2.0+0.1
1.340.1
1.6+0.3*
1.140.3*
12.2+0.7
8,0+0,7
7.2+0.6*

4.6+0.7*

Média (+SEM)
4.5+0.5
1.84+0.2
2.9+0.2*
0.8+0.2*
2.440.2
2.1+0.2
2.0+0.2*
1.0+0.2*
18.5+1.5
14.1+1.0
10.7+0.5*

8.5+0.6*

Média (+SEM)

5.7+0.8
4.3+0.4
2.7+0.3*
2.0+0.2*
3.3+0.2
2.1+0.3
2.1+0.2*
1.8+0.2*
15.3+0.9
13.0+0.9
8.9+0.9*

6.3+1.0*

* Representa diferenca entre animais manipulados e ndo manipulados.
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste capitulo demonstraram que o protocolo da
manipulagdo neonatal alterou a manifestacdo do comportamento de brincar de ratos
machos e fémeas submetidos a este procedimento. Os ratos que foram submetidos a
manipulagdo neonatal apresentaram comportamentos de brincar reduzidos quando
comparados com o0s animais ndo-manipulados (nas trés idades estudadas).

As interacOes sociais em humanos sdo importantes para o desenvolvimento
adequado do individuo. Essas interacbes parecem ocorrer principalmente na
adolescéncia. Isto ocorre também com ratos, onde este periodo parece ser onde estas
interaces ocorrem em maior freqiiéncia. Além disso, as interagcdes sociais nos ratos sdo
sensiveis a fatores ambientais (Varlinskaya & Spear 2008).

As alteracbes que a manipulacdo neonatal promove no comportamento de
brincadeira devem ser considerado uma repercussdo bastante importante tanto por ser
uma evidéncia de que esta intervencdo realmente perturba o desenvolvimento do SNC
como apresenta uma repercussao imediata na vida do animal.

Sabe-se que os animais manipulados tém alteracGes comportamentais ao longo
prazo, entre as quais se encontra um aumento da atividade exploratoria e atenuacdo do
medo quando expostos a ambientes novos (Padoin et al. 2001; Severino et al. 2004;
Madruga et al. 2006) assim como as fémeas manipuladas apresentam receptividade
sexual diminuida (Padoin et al. 2001) e machos manipulados apresentam diminuicdo do
comportamento sexual (Padoin et al. 2001; Benetti et al. 2007) durante a idade adulta.

Tais alteragfes comportamentais apresentados pelos animais manipulados na
idade adulta podem estar relacionadas com resultados no comportamento de brincar

apresentados por estes animais no periodo juvenil. A manipulacdo neonatal também
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reduz um tipo especifico de comportamento social, que é o comportamento de interagdo
social em ratos machos adultos (Todeschin et al. 2009) o que também é um dado
interessante que podemos relacionar com os dados verificados neste capitulo.

A brincadeira € uma atividade indispensavel para o desenvolvimento adequado
de enfrentamento relacionado com o ambiente social (Hol et al. 1999; van den Berg et
al. 1999). Ratos jovens que foram privados de interagcbes sociais durante a quarta e
quinta semanas de vida (que € o periodo em que a brincadeira social em ratos atinge o
pico) (Meaney & Stewart 1981) apresentaram decréscimo da atividade social (incluindo
0 comportamento sexual), mas a atividade locomotora ou o desempenho do animal no
teste de cruz elevada sem alteragdes.

Ward & Stehm (1991) verificaram que o estresse pré-natal da mée provoca
diminuicdo da brincadeira em ratos machos. Pode-se relacionar a alteracdo no
comportamento da mée de filhotes manipulados com o comportamento de brincadeira
diminuido destes animais. Existem diversos estudos que demonstram que o desmame
precoce aumenta o temor e agressao na vida adulta e diminui o comportamento de
brincar em animais jovens (Kikusui et al. 2004; Kikusui et al. 2005).

De maneira semelhante com alteracbes no ambiente a privacdo social, a
manipulacdo neonatal induz déficits em comportamentos sociais iniciais revelando ter
um efeito determinante sobre o desenvolvimento do comportamento social em ratos.
Curiosamente, a privacdo de animais da oportunidade de brincar faz com que eles
desenvolvam padrfes de comportamentos sociais anormais em relacdo a modulacéo da
agressividade e ao inicio de tais comportamentos (Einon et al. 1978; Hole et al. 1991).

Um aumento da oportunidade para a brincadeira social € uma caracteristica
comum de procedimentos de enriquecimento ambientais que envolvem aumento da

complexidade social em relacdo a condic¢des de habitacdo padrdo. Uma alternativa para
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reverter os efeitos da manipulacdo neonatal poderia ser o enriquecimento ambiental no
sentido de aumentar as oportunidades de brincar com animais de mesma idade.

As areas corticais tém papel fundamental na regulacdo do comportamento de
brincadeira. A retirada do cortex em ratos em idade neonatal ndo afeta o comeco do
comportamento de brincar, mas os animais descorticados se apresentaram hiperativos.
Os animais descorticados apresentam um comportamento de brincar mais adulto, ou
seja, apresentam posturas menos propensas a interagdes diminuindo o tempo e
freqiiéncia de brincadeira. Assim, em ratos, o neocortex é apontado como uma estrutura
principal envolvida na facilitacdo, mas ndo a iniciagdo do brincar (Panksepp et al. 1994;
Pellis et al. 1992).

A manipulagdo promove uma diminuigdo no numero de neurénios das camadas
2 e 3 do cortex frontal no 11° dias de idade em ratos machos e fémeas (Lucion et al,
1999). Sugerimos, portanto, que a diminui¢cdo nos comportamentos de brincadeira que
verificamos nesta tese esteja relacionada aos resultados de Lucion et al. (1999) que
indicam a diminuigdo dos nimeros de neurdnios no cortex frontal nos 11 °© dia de idade.
Raineki et al. (2009) mostraram que ratos machos e fémeas manipulados no periodo
neonatal apresentam uma reducdo da atividade de noradrenérgica no bulbo olfatério aos
7 dias de idade.

Conforme Veyrac et al. (2005) alteracbes no sistema noradrenérgico podem
causar danos no funcionamento adequado do SNC. O nédo reconhecimento do odor da
mde pelo filhote pode ser devido a uma redugéo na atividade noradrenérgica no bulbo
olfatorio, o que altera a formacgédo da memoria de preferéncia de odor.

Sistemas noradrenérgicos, através do seu envolvimento na motivacdo e atengéo
(Lorden et al. 1980; Dahlstrtm & Fuxel 1964) podem estar envolvidos na regulacdo do

comportamento de brincadeira. Propomos que o déficit no reconhecimento olfatorio
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que os animais manipulados apresentam possa estar relacionado com a diminui¢do do
comportamento de brincar nas idades estudadas.

O presente estudo ndo analisa 0 comportamento da mée, no entanto, estudos
anteriores em nosso laboratério (De Azevedo et al. 2010) e outros (Villescas et al. 1977;
Champagne et al. 2003) tém mostrado um comportamento aumentado de lamber
imediatamente apds a manipulacdo neonatal, no entanto, uma andlise mais detalhada
mostrou que a intervencdo também diminui o contato mde-bebé, e depois da
manipulacdo a mée fica mais frequentemente fora do ninho (longe dos filhotes) quando
comparadas com mées cujos filhotes ndo foram manipulados (Reis et al. 2011). Tais
alteracbes no comportamento maternal que a manipulagdo neonatal promove podem
estar evolvidas nos déficits sociais apresentados pelos filhotes.

Diversos autores sugerem que o comportamento de brincadeira € fundamental
para o desenvolvimento social dos animais o que justifica que haja mais pesquisas para
entender os fendmenos neurobioldgicos envolvidos nos sistemas neurais que promovem
este comportamento. Além disso, 0 comportamento de brincadeira deve ser investigado
pela sua relacdo com disturbios psiquiatricos como autismo, déficit de atencdo e
hiperatividade, depresséo e esquizofrenia.

Nossos resultados evidenciam a importancia da experiéncia precoce como
moduladora das respostas comportamentais sociais ainda no periodo neonatal e na
puberdade. Com base nos nossos resultados sobre os efeitos da manipulagdo neonatal
sobre o comportamento de brincar, o capitulo sobre a expressdo protéica (Western Blot)
de receptores de ocitocina buscard estabelecer relacGes e esclarecimentos sobre os

mecanismos da biologia molecular envolvidos nas alteragdes no ambiente neonatal.
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CAPITULO 3

EFEITOS DA MANIPULACAO NEONATAL SOBRE
A  EXPRESSAO PRQTEICA DE RECEPTORES DE
OCITOCINA NO CORTEX CEREBRAL FRONTAL,

LOCUS COERULEUS, E BULBO OLFATORIO NO 11° E
30° DIAS DE IDADE
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OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da estimulacdo neonatal
em ratos machos e fémeas de 11 e 30 dias de idade na locus coeruleus, cortex frontal e
bulbo olfatorio sobre a expressédo proteica de receptores de ocitocina utilizando a técnica

do western blot.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencédo do Material Bioldgico

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico (Cristalia) na dose de 50

mg/Kg, via intraperitoneal.

Cortex Pré-Frontal e Bulbo Olfatério

Os animais foram sacrificados por decapitacdo (com tesoura adequada 0s
animais de 11 dias e guilhotina os animais de 30 dias). O encéfalo foi rapidamente
removido e colocado sobre placa de Petri invertida sobre gelo. A seguir com auxilio de
material cirdrgico uma fatia de bulbo olfatério e do cértex pré-frontal foi removida e

congelada e mantidas a 70°C negativos.

Obtencéo do Locus Coeruleus pela Técnica de “Punch”

Apds a decapitacdo, os encéfalos foram retirado e congelado no isopentano 99%
p.a (Vetec) em gelo seco e armazenado em -70°C. Para retirar o locus coeruleus foi
utilizada a técnica de punch descrita por Palkovits (1973). As coordenadas para
localiza¢do dos nucleos foram obtidas com o auxilio do atlas para o encéfalo de ratos
Paxinos & Watson (1997). Os encéfalos dos ratos foram fixados pela parte posterior no
criostato e os cortes foram realizados da regido anterior para a posterior. A temperatura

interna do criostato foi mantida em -15 + -1°C. Para a retirada da locus coeruleus
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localizou-se 0 ponto — 9.16 mm do Bregma e se fez um corte de 10 um. Dessa fatia foi

retirado um punch da Locus coeruleus com o auxilio de uma agulha (0.60x25).

Analise da expressdo proteica (Western Blot)

Apo6s quantificacdo de proteinas (Bradford 1976), estas foram separadas por
SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com sulfato dodecil de sédio). O
homogeneizado foi colocado em cada pogo com tampéo de carga e o padrdo de peso
molecular correu no mesmo gel. As amostras foram aquecidas a 100°C por 2 minutos
antes de carregar o gel. Apdés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose usando um sistema de transferéncia (mini Trans-blot
Electrophoretic Transfer Cell), a 110 V por 1-2 h. As membranas foram incubadas com
leite em p6 8% em tampdo tris salino contendo 0,1% de tween 20 (TTBS) por 90 min,
com o objetivo de bloquear ligacbes inespecificas. Apds 3 lavagens com TTBS as
membranas foram incubadas por 16 a 18 horas (a 4°C) com o anticorpo primario anti-
receptor de ocitocina (marca comercial Santa Cruz) diluido em TTBS (1:500). A
incubacdo com o anticorpo secundario (1:10000) em temperatura ambiente iniciou ap6s
3 lavagens com TTBS e teve duracdo de 2 horas. Todas as incubacdes foram realizadas
sob agitacdo constante. Antes de proceder a revelagcdo por quimiluminescéncia, as
membranas foram lavadas por trés periodos de 10 minutos cada com TBS (TrisHCI 20
mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A reagdo de quimiluminescéncia ocorreu pelo uso de um
sistema de deteccdo baseado em substratos luminescentes, com exposi¢cdo das
membranas ao filme radiografico Hyperfilm (Amersham) por aproximadamente 1

minuto. A autorradiografia gerada foi analisada por meio do software Imaje J. Os
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resultados de cada membrana foram relativizados aos valores encontrados com a

incubacdo das mesmas com o anticorpo primério anti GAPDH (1:1000).

ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma ANOVA de duas vias (sexo e manipulagéo) seguida pelo teste
de Bonferroni post hoc. Todos os resultados foram expressos como média + erro padréo

da média (SEM). Em todos os testes, o nivel de significancia estatistica foi de P <0,05.
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RESULTADOS

Quantificacdo dos Receptores de Ocitocina no Cértex Pré-Frontal, Locus Coeruleus e

Bulbo Olfatorio em ratos machos e fémeas.
Coértex Pré-Frontal no 11° e 30 °dia de idade

A média da quantidade de receptores de ocitocina no cortex pre-frontal do grupo
ndo manipulado ndo foi significativamente diferente quando comparados ao grupo
manipulados no 11° dia de idade [efeito principal manipulacdo F (1,22)=0,461]; nem
quanto ao efeito sexo [efeito principal sexo F (1,22)=0,175]. A interacdo entre os fatores
ndo atingiu significancia estabelecida [F(1,22)=0,094].

A média da quantidade de receptores de ocitocina no cortex pré-frontal do grupo
ndo manipulado ndo foi significativamente diferente quando comparados ao grupo
manipulados no 30° dia de idade [efeito principal manipulacdo F (1,24)=1,790]; nem
quanto ao efeito sexo [efeito principal sexo F (1,24)=2,528]. A interacdo entre os fatores

ndo atingiu significancia estabelecida [F(1,24)=2,670].

Locus Coeruleus no 11° e 30 °dia de idade

A média da quantidade de receptores de ocitocina no locus coeruleus do grupo
ndo manipulado ndo foi significativamente diferente quando comparados ao grupo
manipulados no 11° dia de idade [efeito principal manipulacdo F (1,29)=2,923]; nem
quanto ao efeito sexo [efeito principal sexo F (1,29)=0,118]. A interacdo entre os fatores
ndo atingiu significancia estabelecida [F(1,29)=0,216].

A média da quantidade de receptores de ocitocina no locus coeruleus do grupo
ndo manipulado ndo foi significativamente diferente quando comparados ao grupo

manipulados no 30° dia de idade [efeito principal manipulacdo F (1,26)=0,234]; nem
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quanto ao efeito sexo [efeito principal sexo F (1,26)=0,393]. A interacdo entre os fatores

ndo atingiu significancia estabelecida [F(1,26)=0,428].

Bulbo Olfat6rio no 11° e 30° dia de idade

A média da quantidade de receptores de ocitocina no bulbo olfatério do grupo
ndo manipulado nao foi significativamente diferente quando comparados ao grupo
manipulados no 11° dia de idade [efeito principal manipulacdo F (1,15)=0,261]; nem
quanto ao efeito sexo [efeito principal sexo F (1,15)=1,639]. A interacdo entre os fatores
ndo atingiu significancia estabelecida [F(1,15)=3,783].

A média da quantidade de receptores de ocitocina no bulbo olfatorio do grupo
ndo manipulado é maior quando comparados ao grupo manipulados no 30° dia de idade
[efeito principal manipulacdo F (1,17)=4,981, p=0,042]. Nao houve diferenca entre
machos e fémeas [efeito principal sexo F (1,17)=1,554]. A interacdo entre os fatores ndo

atingiu significancia estabelecida [F(1,17)=0,283].
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Figura 1. Cortex Pré-Frontal 11 dias — Concentracdo de Receptores de Ocitocina

em fémeas (F) e machos (M)
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Figura 2. Cortex Pré-frontal 30 dias: Concentragdo de Receptores de Ocitocina

em fémeas (F) e machos (M)
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Figura 3. Locus Coeruleus 11 dias: Concentracdo de Receptores de Ocitocina em

fémeas (F) e machos (M)
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Figura 4. Locus Coeruleus 30 dias: Concentracdo de Receptores de Ocitocina em

fémeas (F) e machos (M)
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Figura 5. Bulbo Olfatério 11 dias: Concentracdo de Receptores de Ocitocina em

fémeas (F) e machos (M)
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Figura 6. Bulbo Olfatério 30 dias: Concentracdo de Receptores de Ocitocina em

fémeas (F) e machos (M).
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Discussao

Os resultados apresentados neste capitulo demonstraram que 0 modelo
experimental da manipulacdo neonatal alterou quantidade dos receptores de ocitocina no
bulbo olfatério aos 30 @ dia de idade indicando que o bulbo olfatério € uma estrutura
susceptivel a intervencGes no inicio do desenvolvimento pos-natal que podem ser
detectadas na avaliacdo da expressdo dos receptores de ocitocina. O bulbo olfatério € a
estrutura principal no aprendizado olfatorio e a alteracdo que encontramos na expressao
dos receptores de ocitocina pode estar relacionada com o resultado de Raineki et al.
(2009) que encontrou que a manipulacdo repetida no sétimo dia de idade induz em
fémeas uma diminuicdo no aprendizado olfatorio. Este dado relaciona-se a0 mecanismo
celular para estes efeitos.

A inervacdo noradrenérgica do bulbo parece crucial para o reconhecimento
social. Kendrick (2004) descreveram um modelo celular para o reconhecimento social
no rato onde o aumento da atividade da célula mitral no bulbo olfatério dependente da
entrada da estimulacdo noradrenérgica (Liebsch et al. 1998). Consideramos que efeito
da manipulacdo neonatal poderia influenciar este processo no bulbo olfatério
repercutindo sobre um prejuizo no reconhecimento social.

A expressdo do RNAm de receptor de ocitocina esta presente no telencéfalo,
mas somente a partir do dial2 de idade pds-natal em ratos e expressdao dos
niveis variam consideravelmente (Brinton et al. 2000). Conforme Ostrowski (1998) a
expressao do RNA mensageiro de ocitocina no cértex frontal estd envolvida com as
respostas de reconhecimento social, filiagdo e comportamentos sociais (Young &
Bielsky 2004). O Reconhecimento social éa capacidade de identificar ou
reconhecer membros da mesma espécie sendo a base paracomplexas relacdes

sociais (Choleris et al. 2009; Pierman et al. 2008).
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O Olfato desempenha um importante papel no reconhecimento social em
roedores (Noack et al. 2010; Wacker et al. 2010), e a ocitocina desempenha um papel
neste reconhecimento olfatorio (Dluzen et al. 1998; Larrazolo-Lopez et al. 2008; Tobin
et al. 2010). A ocitocina atua sobre uma variedade de regies cerebrais ndo so facilitar o
reconhecimento social, mas também modulam as respostas comportamentais
subsequentes (Bielsky & Young 2004; Tobin et al. 2010; Wersinger et al. 2008). A
ocitocina modula as regides olfativas para alterar a memdria relacionada ao odor
(Dluzen et al. 2000; Tobin et al. 2010).

Choleris et al. (2009) descreve que o reconhecimento social é prejudicado em
ratos nocautes para ocitocina, mas apenas em ratos macho nocautes para ocitocina. Os
autores propdem que o reconhecimento social depende de um sistema intacto OT em
machos e fémeas, mas que este sistema pode também ser crucialmente sensivel ao
controlo esterdide gonadal possivelmente através da interacdo de quatro genes: a OT,
OTR, um estrogénio-receptor, e b-estrogénio receptor. Podemos interpretar as alteragdes
que a manipulacdo neonatal promove na expressdo de receptores de ocitocina no cortex
frontal possa estar envolvido nos resultados obtidos por Todeschin et al. (2009) que
verificou que a manipulacdo neonatal induziu alteragdes nos comportamentos sociais
reduzindo o tempo de investigacdo social de ratos machos nos testes de memdria social
e interacdo social.

As repercussdes dos resultados obtidos estdo relacionadas principalmente aos
comportamentos sociais que sdao mediados pela ocitocina tendo em vista, sobretudo que
ao bulbo olfatério que é uma estrutura cerebral que estd envolvida nas respostas de
reconhecimento social por mediar a aprendizado olfatério (juntamente com o locus

coeruleus).
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Nossos resultados ndo verificaram alteragdes na expressdo dos receptores de
ocitocina no cortex frontal de ratos machos nos 30 @ dias de idade. Este dado encontra-se
destoante com os resultados de outros autores que constataram que as interferéncias
durante o periodo neonatal induzem alteracGes da atividade do sistema ocitocinérgico
em filhotes (Noonan et al. 1994), em adultos (Francis et al. 2000; Francis et al. 2002).

Alguns estudos avaliaram a liberacdo de OT em ratos durante o periodo
neonatal. Sinding et al. (1980) analisaram a concentracdo hipotalamica e na neuro-
hipofise de ocitocina e vasopressina em ratos recém nascidos, determinando que na
neuro-hipofise a concentracdo de OT é menor que a da VP e permanece baixa até o 8°
dia de idade, esta concentracdo parece ser 1% dos niveis adultos. Os niveis fetais de OT
somente sdo detectaveis a partir do 14°dia de gestacdo (Sinding et al. 1980) e os niveis
deste hormonio na neuro-hipdfise ja existem no dia do nascimento (Sinding et al. 1980).
Entretanto, até o sétimo dia ap6s 0 nascimento o sistema hipotalamo-neuro-hipofise esta
imaturo (Choy & Watkins 1979). Apesar de existirem dados controversos sobre as
concentragdes de OT na eminéncia mediana e na neuro-hipofise, aparentemente no 10°
dias de idade, nos ratos, este sistema ja estaria maduro, sendo que no Nucleo
Paraventricular (PVN) e o Nucleo Supradptico (SON) atingem estagios diferentes de
maturacgdo durante o periodo neonatal (Choy & Watkins 1979).

Vias e receptores ocitocinérgicos foram encontrados em regides cerebrais
envolvidas no circuito da ansiedade, o que fundamentou a hipdtese de que vias e
receptores de ocitocina podem estar relacionados com a modulacdo da ansiedade
(Mantella et al. 2003). Recentemente, investigacdes da acdo da OT sobre respostas
relacionadas ao estresse em animais tém sido realizadas. Estimulos estressantes com um
componente psicoldgico, tais como o nado forcado (Wotjak et al. 2001), andar em

plataformas (Nishioka et al. 1998) e afastamento social (Neumann et al. 2000b)
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induzem a liberacdo da secrecdo periférica e central da OT em roedores. Em humanos,
investigacBes ainda sdo escassas devido a dificuldade de administracdo da OT.

A administracdo intranasal de OT em humanos sugere que seus efeitos podem
atuar reduzindo o estresse e a ansiedade (Heinrichs et al. 2003). No teste de labirinto em
cruz elevado, os animais manipulados permanecem significativamente mais tempo nos
bragos abertos do que o grupo ndo manipulado, o que é pode ser um indicativo de
menor ansiedade (Severino et al. 2004, Pellow et al. 1985). Alem disto, os animais
manipulados apresentam aumento da atividade exploratéria e atenuacdo do medo
quando expostos a ambientes novos (Padoin et al. 2001; Severino et al. 2004; Madruga
et al. 2006).

A manipulagdo neonatal ndo alterou expressdo dos receptores de ocitocina no
cortex pré-frontal de ratos machos aos 11° e 30° dia de idade. Este dado poderia
contribuir na compreensdo dos resultados dos testes que avaliam ansiedade
experimental por interferir nas respostas e na interpretacdo aos estimulos novos.
Alteracfes da expressdo dos receptores de ocitocina em ratos machos e fémeas
poderiam estar relacionados com o baixo desempenho em tarefas de aprendizado
verificado em ratos manipulados (Anisman et al.1998) e a interpretacdo inadequada do
ambiente como o comportamento de exploracdo da area do gato no teste de campo-
aberto com gato (Padoin et al. 2001).

Na quantificacdo por western blot dos receptores de ocitocina nas estruturas
cerebrais avaliadas verificamos que o peso molecular que foi detectado foi de 65 KDz
sendo que o esperado era 0 peso molecular de 45 Kdz. Atribuimos esta diferenca de
peso molecular ao fenémeno da glicolizacdo da isoforma. A manipulacdo neonatal
promoveu um aumento da expressdo dos receptores de ocitocina no cortex frontal de

ratos machos nos 30 @ dia de idade. Podemos entender esta alteracdo como uma resposta
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do sistema ocitocinérgico de captar ocitocina de maneira mais eficiente ou de uma
exaustdo deste mesmo sistema que estaria sendo solicitado mais do que poderia
responder. Assim, o aumento do numero de receptores para OT no bulbo olfatério pode
indicar uma reducdo da sintese do peptideo. Esse dado ndo foi analisado no presente
estudo inviabilizando uma concluséo mais definitiva.

Em ratos de 30 dias de idade, a manipulacdo neonatal induz uma menor
expressdo de receptores de OT no Bulbo olfatério quando comparados com ratos nao
manipulados. Tal resultado apresentado nesta tese parece ser parece fundamental para
compreendermos a diminuicdo do comportamento sociais exibidos pelos animais
manipulados ja que as interacdes filhote-mae requerem circuitos de aproximacao social
e de motivagdo intactos. Os sistemas ocitocinérgico e opidide estdo envolvidos na
motivacao do filhote em procurar contato social com sua mae (Young 1999; Moles et al.

2004).
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DISCUSSAO GERAL

Existem diversos estudos que verificaram que interferéncias durante o periodo
neonatal nas interagdes sociais do animal induzem alteragGes da atividade do sistema
ocitocinérgico em filhotes (Noonan et al. 1994), em adultos (Francis et al. 2000) e
vasopressinérgico (Veneema et al. 2012), sendo assim, estas alteragbes por sua vez
podem ter como conseqliéncias as mudangas comportamentais observadas durante a
vida adulta. Mesmo uma breve separa¢do da mée durante este periodo, que € estressante
para o filhote, pois ocorre interrupcéo da ligacdo mée-filhote (Noonan et al. 1994).

Os nossos resultados demonstram que o procedimento da manipulagéo neonatal
diminuiu de forma constante a interacdo social j& numa idade precoce. No dia pds-natal
25°, 30° e 35° os comportamentos de brincadeira de machos e fémeas foram reduzidos
quando comparados com 0s animais ndo manipulados. Os resultados estdo de acordo
com estudo anterior (Raineki et al. 2009) mostrando uma preferéncia diminuicdo dos
filhotes ao odor do ninho original no 7° dia de idade.

Embora a funcdo real da brincadeira no desenvolvimento social permaneca
pouco esclarecida, animais privados da oportunidade de brincar durante o periodo
juvenil exibem uma atividade de acasalamento alterado ou reduzido (Gerall et al. 1967;
Hard & Larsson 1968; Gruendel & Arnold 1969), reducgéo das interagdes filiagdo na
idade adulta (Stewart et al. 1979) e aumento de comportamentos agonisticos (Lore &
Flannelly 1977). Estudos anteriores (Zanato et al. 1994; Gomes et al. 1999) mostraram
uma reducdo no comportamento sexual em ratos machos e fémeas manipulados no
periodo neonatal. Estes resultados evidenciam a complexidade de uma intervencéo

primeiros anos de vida ambiental.
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A intervencdo ambiental no periodo neonatal em um animal em
desenvolvimento pode afetar varios sistemas neuroenddcrinos que repercutem varios
sistemas que podem ser suscetiveis a essa intervengdo. Este estudo contribui para a
compreensdo das consequéncias em curto prazo da manipulagdo neonatal, o que parece
ser crucial para entender as demais alteracdes promovidas por esta intervengéo na idade
adulta.

Estudo anterior realizado em nosso laboratério (Severino et al. 2004)
demonstrou que a manipulagio neonatal reduz a resposta ao estresse em ratos adultos. E
interessante notar que os efeitos do procedimento da manipulacdo neonatal sobre as
interacOes sociais parecem ser estaveis durante toda a vida. E tentador concluir que os
efeitos de longa duracdo do procedimento da manipulacdo neonatal estariam
relacionados com as alteragdes na relacdo mae-filhote. Tem sido proposto que a mae-
bebé relacdo é a base para futuros comportamentos sociais (Huppertz-Kessler et al.
2012).

Conforme estudo de Parent et al. (2012) o cuidado maternal pode repercutir nos
comportamentos sociais de “brincadeira de luta”. Maes ratas que apresentam cuidado
maternal alto (“mae mais lambedoras”) sdo relacionadas a filhotes que brincam menos
quando comparados a filhotes de “maes pouco lambedoras”. Interessante destacar que
as maes manipuladas apresentam cuidado maternal semelhante as “maes muito
lambedoras”.

Existem estudos demostrado um comportamento crescente de lamber
imediatamente ap6s a manipulacdo neonatal das mées nos filhotes (Reis et al. 2011).
Portanto, assim como no trabalho de Meaney & Parent (2008) nossos resultados
demonstram que este tipo de cuidado maternal induz uma diminuicdo de

comportamentos sociais (brincadeira e agregacao social).
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Essas mudangas no comportamento materno podem ser a base para a
sociabilidade posterior da prole assim como se relacionar com o déficit do
comportamento de agregacdo social que os animais manipulados apresentam. A
percepcdo do contexto do ninho pelo neonato manipulado é diferente do ambiente do
ninho no filhote que n&o foi manipulado.

O procedimento de tratamento neonatal reduz a ansiedade e respostas ao stress,
que poderiam ser interpretadas como efeitos positivos, por outro lado este procedimento
também reduz o comportamento social e reprodutibilidade, 0 que € um resultado nao
adaptativo evolutivamente. Seria interessante compreender se estas mudancgas estdo
relacionadas, ou sdo efeitos paralelos. E possivel inferir que o procedimento de
manipulagdo neonatal afeta os sistemas de forma independente ou haveria uma
interacdo cruzada entre eles. A intervencdo é a mesma, mas 0s sistemas seriam afetados
separadamente.

Conforme Todeschin et al. (2009) em seu estudo sobre os efeitos da
manipulagdo neonatal sobre a liberagdo da OT em filhotes e em adultos, e sobre a OT
no SNC foi possivel perceber que o sistema ocitocinérgico parece ser sensivel a
interferéncias ambientais nos primeiros dias de vida. Em filhotes, a manipulacéo
neonatal serviu como estimulo para aumentar a liberacdo plasmatica da OT, comparada
a filhotes ndo-manipulados. Este resultado estd de acordo com as evidéncias
encontradas em nosso estudo sobre receptores de ocitocina no bulo olfatério nos 30 dia
de idade.

Nosso trabalho demonstrou que alteracdo em comportamentos sociais que
dependem do reconhecimento social para se estabelecerem adequadamente. A ocitocina
modula o reconhecimento social e tem um papel a longo prazo no armazenamento de

memoria de odores envolvidos com reconhecimento sociais em roedores (Wersinger et

79



al. 2008). Verificamos justamente um aumento da quantidade de receptores de ocitocina
no bulbo olfatério (30° dia de idade) o que pode justificar a diminuicdo dos
comportamentos de brincadeira (25°, 30° e 35° dia de idade) e agregacéo social (7° e 11°
dia de idade) que verificamos neste estudo.

Enfim, concluimos que a manipulagdo neonatal é uma intervencdo que pode ser
considerada branda, porém, apresenta repercussao prevalente por toda a vida do animal
que podem ser avaliadas por parametros comportamentais, neuroenddcrinos e

bioquimicos.
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CONCLUSOES

Através dos experimentos desenvolvidos, foi possivel concluir nesta tese que:

1. A manipulacdo neonatal € uma intervencdo que reduz os comportamentos de

brincadeira no 25°, 30° e 35° dias de idade.

2. A manipulacdo neonatal é uma intervencdo que reduz os comportamentos de

agregacao social no 7° e 11° dias de idade.

3. A manipulacdo neonatal € um modelo experimental que aumenta a locomocéo

de filhotes de ratos no 11° dia de idade.

4. A manipulacdo neonatal, desde cedo reduz as interagdes sociais dos animais que

foram submetidos a esta intervencéo.

5. A manipulacdo neonatal € um modelo experimental que reduz a expressdo de

receptores de ocitocina no bulbo olfatério no 30° dia de idade.
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