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RESUMO

Mendes-Lima, 2020. O estresse materno induz na prole de ratos jovens
comportamentos tipo-depressivo-ansioso e resiliéncia ao estresse:
implicagbes da limitagdo das condigdes do ninho. 86 f.. Orientag&o: Prof.
Dra. Maria Martha Bernardi, Doutorado (Patologia Ambiental e Experimental)
Universidade Paulista, S&o Paulo, 2020.

A diminuicdo ou auséncia do cuidado materno é denominada negligéncia
materna, que pode ser entendida como uma situacao de constante omissao para
com a criangca ou adolescente que coloque em risco seu desenvolvimento. O
objetivo deste trabalho foi analisar em um modelo animal de negligéncia
materna, a limitacdo das condi¢bes do ninho de ratas (LCN) na lactacédo, no
desenvolvimento, comportamento e niveis de corticosterona da prole masculina
de ratas observadas na idade juvenil. Também foram investigados o
desempenho reprodutivo das fémeas e a sobrevida da prole, bem como o
comportamento maternal e niveis de corticosterona. Na prole, observou-se o
desenvolvimento fisico, reflexolégico e ponderal. Entre os dias 30-31 de vida, a
prole masculina das ratas foi observada quanto a atividade geral em campo
aberto, nos testes de transicdo em caixa-claro-escuro, natacdo forcada e
comportamento social na infancia. ApO6s estas avaliagbes, 0s niveis de
corticosterona sérica da prole foram também dosados. Os resultados mostraram
gue em relacdo ao grupo controle: 1) as fémeas lactantes submetidas a LCN
apresentaram melhores escores de qualidade do ninho, nenhuma modificagéo
no comportamento maternal voltado aos filhotes, porém aumento no grooming e
dos niveis séricos de corticosterona. Ainda foi verificada menor porcentagem de
sobrevivéncia da prole exposta a LCN; 2) a prole submetida a LCN apresentou
prejuizos no desenvolvimento fisico e de reflexos, com adiantamento do dia de
erupcao dos dentes incisivos e do dia de endireitamento postura, atraso no
desenvolvimento de pelos, no dia de descida dos testiculos e do reflexo de
preensdo palmar; 3) aos 31 dias de idade, a prole exposta a LCN apresentou
menor peso corporal, comportamento tipo-ansiedade e tipo-depressivo e
reducdo dos niveis séricos de corticosterona. A LCN ndo modificou a atividade
geral observada em campo aberto e o comportamento social desta prole. Os
resultados sugerem que a LCN promova o estresse materno, causando prejuizos
na programacao perinatal do desenvolvimento da prole e, em periodo precoce
da vida desta prole, aumento de comportamento tipo-ansiedade e de
comportamento tipo-depressivo e resiliéncia ao estresse.

Palavras-chave: ratos; comportamento maternal; desenvolvimento da prole;
comportamento animal; idade juvenil.



ABSTRACT

Mendes-Lima, 2020. Maternal stress model induces in juvenile rats
depressive-anxious behaviors and resilience to stress: implications of
limiting nest conditions. 86 f. Supervisor: Prof. Dra. Maria Martha Bernardi,
PhD (Environmental and Experimental Pathology) Paulista University, Sao
Paulo, 2020

The decrease or absence of maternal care is called maternal neglect, which can
be understood as a situation of constant omission towards the child or adolescent
that puts their development at risk. The objective of this work was to analyze, in
an animal model of maternal neglect, the limitation of the nest conditions of rats
(LCN) in lactation, development, behavior and corticosterone levels of male
offspring of rats observed in juvenile age. The maternal reproductive
performance, the offspring survival as well as the maternal behavior and the
corticosterone levels investigated. In the offspring, the physical, reflexological
and ponderal development was observed. Between 30-31 days of life, the male
offspring of the rats were evaluated for the general activity in the open field, in
the transition in light-dark box, forced swimming and social behavior tests. After
these evaluations, the corticosterone serum levels in the offspring were
measured. Relative to the control group the results showed that: 1) lactating
females submitted to LCN had better nest quality scores, no changes in maternal
behavior towards the young, but an increase in grooming and serum levels of
corticosterone. There was still a lower percentage of survival of offspring exposed
to LCN; 2) the offspring subjected to LCN showed impairments in physical
development and reflexes with advanced in the day of the incisor teeth eruption
and in the day of posture straightening as well as a delay in the development of
hair, on the day of descent of the testicles and in the hand grip reflex; 3) at 31
days of age, the offspring exposed to LCN showed lower body weight, anxiety-
like and depressive-like behaviors and reduced serum corticosterone levels. LCN
did not modify the general activity observed in the open field and the social
behavior of this offspring. Thus, it is proposed that the LCN promoted maternal
stress, which produced losses in the perinatal programming of the development
of the offspring and, in the early period of this offspring's life, an increase in type-
anxiety and type-depressive behavior and resilience to stress.

Keywords: rats; maternal behavior; offspring development; animal
behavior; juvenile age.
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1. INTRODUCAO

1.1 Comportamento maternal

O comportamento parental visa cuidar de jovens da mesma espécie com
0 objetivo de aumentar a probabilidade de sua sobrevivéncia. Entre oviparos, a
paternidade pode incluir comportamentos como selecéo de locais para postura
de construir, escavar, cuidar de ovos, chocar e carregar os filhotes; entre animais
viviparos, pode incluir aprovisionamento de alimentos, amamentagéo, defesa
dos filhos e até ensino de habilidades. A paternidade ocorre em uma grande
variedade de vertebrados e invertebrados, incluindo insetos, aracnideos,
moluscos, peixes, anfibios, répteis, passaros e mamiferos. Em mamiferos, as
maes geralmente assumem a responsabilidade primaria do cuidado da prole,

enquanto os pais, na maior parte das vezes, ignoram ou até atacam os jovens
(1).

Assim, o comportamento materno se enquadra na categoria de
comportamento parental, que € definido como qualquer comportamento de um
membro de uma espécie em relagcdo a um membro reprodutivamente imaturo

para garantir que esse membro sobreviva até a maturidade.(2).

Varios livros foram escritos sobre a sociobiologia e a evolu¢cdo do
comportamento materno. Esses comportamentos foram investigados em
roedores, pela primeira vez, por Sturman-Hulbe (3), que publicou trabalhos sobre
comportamento materno em ratos albinos. Outro exemplo trabalho classico
nesse campo € o de Wiesner e Sheard em 1933 (4), que mostraram que 0 inicio
da resposta materna € sincronizado com o nascimento dos jovens; no parto,
verificou-se que a mae cuidava de seu proprio filho ou de adotivos, enquanto
fémeas nuliparas gravidas ndo apresentaram resposta materna em relacao a
adocao de jovens. Estes autores, entdo, sugeriram que “algumas mudancgas
internas ocorrem nos organismos na gravidez ou em parturientes que despertam
os impulsos maternos” Leblond e Nelson (5) e Leblond (6) (7) mostraram que
filhotes jovens de ratos e camundongos podem induzir comportamento materno

em fémeas hipofisectomizadas, e aventaram que um mecanismo nervoso parece
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ser um fator essencial do instinto materno o qual seria controlado por fatores

hormonais apds o parto.

Mais recentemente, Rosenblatt e seus colaboradores (8) sugeriram que,
em ratos, embora o inicio do comportamento materno no parto seja mediado
hormonalmente, sua manutencdo durante o periodo pos-parto nao é hormonal.
Neste sentido, Leblond e Nelson (5) observaram que camundongos lactantes
hipofisectomizados apresentavam comportamento materno, embora a lactagéo
tivesse cessado. Finalmente, Beach et al. (9) mostraram que o comportamento
materno no rato estava sob controle multissensorial e que a fémea reagiria a

muitos estimulos oriundos dos filhotes.

Méaes mamiferas ndo humanas geralmente apresentam um conjunto
estereotipado de respostas comportamentais em direcdo aos seus recém-
nascidos. Elas exibem maneiras especificas de transporte, alimentacdo e
cuidado de seus filhotes e os protegem de predadores e outros perigos. Esses
comportamentos promovem resiliéncia fisioldgica e imunoldgica, maturacao e

desenvolvimento social e emocional tipico das espécies dos jovens (10).

O comportamento maternal € um comportamento complexo que envolve
(a) a deteccéo e o processamento de pistas dos filhos, (b) a regulacdo da
motivacdo da mae de acordo com o sexo, (c) o estado fisioldgico e o ambiente
do individuo e, finalmente, (d) a execucdo de comportamentos maternos

especificos, como construir ninhos, recuperar, cuidar e agrupar sua prole (11).

Teodorov et al (12) descreveram as diversas etapas e parametros
comportamentais do comportamento maternal de um roedor. Assim, os roedores
nascem imaturos, essencialmente imdveis e incapazes de regular sua
temperatura ao nascimento; os jovens sdo mantidos em um ninho que a mae
constroi antes de parto para isolar e para proteger os jovens de possiveis
predadores durante sua auséncia (por exemplo, quando ela esta a procura de
alimento). Quando intrusos aproximam-se do ninho, a m&e reage com
agressividade, apresentando o comportamento maternal agressivo (13). Esse
comportamento é importante para a prevencao do infanticidio por um individuo
nao familiar e € modulado pelo estimulo de succdo dos filhotes durante a

lactacdo (14).
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A estimulacdo materna, como manuseio e lambida anogenital, tem como
funcdo primordial o estimulo da mic¢éo e defecacgdo. O fato de que é direcionada
mais para machos do que fémeas de uma ninhada. MCCARTHY et al., 1997
(16) sugere que as diferencas nesse comportamento poderiam contribuir para o
desenvolvimento de diferencas no comportamento sexual masculino na idade
adulta. Além disso, quando a mae esta no ninho, ela aquece os filhotes e expde
sua regido mamaria para amamenta-los. Se um dos filhotes for deslocado do
ninho, a mae o carrega na boca de volta ao ninho (comportamento de
recuperacao). Assim, o transporte de jovens, protecdo do comportamento jovem,
cuidados e de construgcado de ninhos podem ser facilmente entendidos como

importantes para a sobrevivéncia dos filhotes (10).

Muitos estudos focam o papel da estimulagdo auditiva e olfativa da prole
em influenciar as respostas maternas. Em ratos, as vocaliza¢fes ultrassdnicas
de filhotes tém a funcdo de manter alta capacidade de resposta materna e
ocorrem quando os filhotes estdo fora do ninho, ou quando a temperatura do
corpo diminui niveis(17). Essas vocaliza¢es ultrassdnicas resultam em atencgéo
materna e sdo uma estratégia eficiente para manter importantes respostas

maternas, em especial a de lamber a regido anogenital (18).

Outros comportamentos associados ao estado materno séo indiretamente
relacionados a sobrevivéncia infantil. Por exemplo, ratas prenhes alteram seu
padrdo de grooming por aumento da lambida de sua regido mamaria; isso foi
considerado importante para desenvolvimento da glandula mamaria (19) (20).
Nesse sentido, a experiéncia reprodutiva aumenta o grooming mamario de
fémeas lactantes (20). Além disso, as fémeas em lactacdo sao hiperfagicas, e

mostram aumento do apetite por sal (21) e placentofagia (22).

A mae tem um fisico limitado em termos da capacidade de nutrir seus
filhotes. Assim, uma vez que o numero de filhotes exceda o nivel fisico limite da
mae, ela reduz o tamanho de sua ninhada ao rejeitar os fracos ou doentes via
infanticidio seletivo. O infanticidio também estd relacionado a inexperiéncia
materna, escassez de alimentos durante a prenhe, agentes toxicos (23),

teratogénese (24) e estresse pré-natal (25).
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O desenvolvimento da capacidade de expressar e modificar padrbes de
comportamento materno na idade adulta pode depender de mecanismos que
foram ativados e, posteriormente, sintonizados pelas primeiras experiéncias (26)
(27). A interacdo entre o recém-nascido e a mae bilateralmente altera
mecanismos basicos de expressdo comportamental. Foi demonstrado que
fémeas adultas virgens apresentam comportamento materno quando Ss&o
expostas a jovens adotivos por 5 a 6 dias consecutivos. Essas ratas nuliparas
amamentam, recuperam filhotes adotivos para o ninho, agrupam esses filhotes

e ficam sobre eles para fornecer uma fonte de calor e protecéo (28).

O grau de desenvolvimento do filhote no nascimento influencia varios
padrées de cuidados maternos entre mamiferos de maneiras crucial.
Inicialmente, a mée esta em constante contato com seus filhotes que se apegam
a ela para o transporte. A medida que os jovens avancam na idade, tornam-se
mais independentes e esse fato coincide com a reducdo da capacidade de
resposta materna; ambos esses processos permitem que o desmame ocorra
(29).

As mudancas ndo comportamentais na fisiologia materna também afetam
muito 0 sucesso e a nhatureza do comportamento materno. A capacidade de
realizar um comportamento materno adequado é ndo apenas condicionada por
fatores genéticos ou puramente fisiolégicos associados ao parto, mas também

depende das experiéncias individuais do sujeito (30) (20).

Ao final da gravidez, caracterizada por um periodo mais longo de niveis
elevados de estrégeno e progesterona, o padrdo de secrecdo hormonal é
modificado. As fémeas séo especialmente sensiveis aos estrégenos durante a
gravidez e lactacdo. Em particular, a expressdao do comportamento materno
durante a gravidez e nas primeiras horas ap0s o parto depende do estradiol, que
ativa os receptores de estrégeno de areas neurais, como o hipotalamo, os quais
estdo criticamente envolvidos no comportamento materno. Cerca de 30 horas
antes do parto, niveis circulantes de progesterona diminuem e os de estradiol
aumentam rapidamente com aumento ligeiro daqueles de prolactina. Durante a
transicdo gravidez / lactacdo, hd uma soma entre os efeitos da estimulagdo do

estradiol, que da origem ao comportamento materno, e 0s provenientes da
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estimulacdo de filhotes, que mantém esse comportamento; durante a lactacdo
(32) (12).

O cuidado materno envolve um conjunto de fatores neurais, moleculares
e enddcrinos, que vem se mantendo ao longo da evolucéo, garantindo assim as
condi¢cdes adequadas para a sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie. Sob o
ponto de vista da prole, o cuidado materno abrange também o ensinamento de
aspectos ligados ao ambiente que permite ao filhote garantir sua sobrevivéncia
(12) Em mamiferos, os filhotes sdo totalmente dependentes dos cuidados
maternos até a fase que possam buscar alimento, manter a temperatura corporal
e abrigo, bem como dependem do aprendizado dos ensinamentos basicos para

sobrevivéncia oriundos da mée durante a amamentacgéo (32).

Ameacas a homeostase podem ocorrer muito precocemente na vida de
um individuo, incluindo o periodo intradtero, e sdo capazes de alterar diversos
aspectos do sujeito de forma duradoura ao longo de sua vida. Estas alteracdes

na homeostase podem ser induzidas pelo estresse materno.

1.2 Estresse maternal

Desde o inicio da vida na Terra, 0s organismos necessitaram desenvolver
estratégias eficientes para lidar com mudancas repentinas e mesmo
permanentes do meio ambiente, sendo este o objetivo primordial dos organismos
a fim de garantir sua sobrevivéncia e, assim, perpetuar as espécies. Neste
sentido, a evolucdo selecionou células e organismos com mecanismos
adaptativos, denominado “homeostase”, os quais procuram manter a condi¢cao
interna dentro de limites toleraveis frente as mudancas em seu ambiente. Desta
forma, em uma interacdo dindmica permanente com o0 meio ambiente, 0s
metazoarios ajustam continuamente sua fisiologia a essas condicoes.
Independentemente da complexidade do organismo, tais modificagbes
constantes requerem um alto nivel de plasticidade promovido por meio de
diversos ajustes dinamicos de equilibrio que sdo controlados por mecanismos

de regulacgédo fortemente inter-relacionados (33)(34).
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Assim, a sobrevivéncia dos individuos depende de um repertorio
aparentemente interminavel de respostas neurais (35), enddcrinas (36) e
imunologicas(37), que lhes permite lidar com distarbios fisicos, quimicos e
biolégicos. Durante essas mudancas adaptativas fisiol6gicas e/ou
comportamentais, ha um periodo de transicdo bem equilibrado denominado de
“alostase”, que ocorre antes de o organismo retornar ao estado de homeostase.
Esse termo significa "manter a estabilidade por meio da mudanca”, e foi
introduzido por Sterling e Eyer (38) para descrever mudancas fisioldgicas que
ocorrem em organismos que enfrentam estressores fisicos, fisioldégicos ou

psicologicos.

Estas adaptacdes s&o o resultado de uma interacdo entre genes e o
ambiente intrinseco ou extrinseco. De fato, os genes contém informacdes
especificas sobre as quais o ambiente pode exercer pressdo para permitir o
surgimento de um fendtipo especifico ou de outro (39). Essa chamada
plasticidade fenotipica é observada ao longo da filogénese (40) (41) e surgiu ha
centenas de milhdes de anos de evolucéo dos vertebrados. Desta forma, todo
vertebrado responde a situacdes estressantes pela ativacdo do ramo simpatico
de seu sistema nervoso autbnomo, denominada “resposta de luta ou fuga",
seguida por secrecdes de horménios do seu eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal
(HPA)(42).

Entre os hormonios secretados, o horménio liberador de corticotrofina
(CRH), um dos principais neurohormonios hipotalamicos, controla a liberagéo de
corticosterbides pelo cortex adrenal por ativaggdo de células
adrenocorticotropicas hipofisarias (43). Este sistema CRH também ocorre em
invertebrados e, provavelmente, evoluiu de espécies ancestrais existentes antes
da exploséo pré-cambriana, como mostrado por Lovejoy e Jahan(44)(45). Assim,
esses mecanismos de sobrevivéncia foram selecionados por meio de processos
evolutivos complexos que surgiram ha milhdes de anos para permitir a
mobilizacdo do sistema neuroenddécrino dos individuos e elevar seu nivel de
energia basal para que eles possam enfrentar com precisdo situagbes

estressantes e manter seu equilibrio interno.

Esse equilibrio interno depende de trés sistemas fisioldgicos inter-

relacionados: os sistemas nervoso, imunoldgico e enddcrino, 0s quais se
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relacionam por meio de moléculas especializadas: neurotransmissores, citocinas
e hormonios ou neuro-hormoénios (46) (47). Esta teoria da comunicacéo entre
estes sistemas foi proposta na década de 1980 pelo Dr. Robert Ader e
colaboradores (48). Este grupo propds os principios da Imunologia Psico-Neuro-
Endocrina (PNEI), cujo campo de estudo cientifico investiga a ligacdo entre
comunicacfes bidirecionais entre o sistema nervoso, o sistema enddcrino e
sistema imunoldgico e as correlacdes dessa conversa cruzada com a saude (48)
(49) (50). O elemento chave da PNEI tem como base a inter-relacdo entre 0s
trés sistemas, ou seja no “cross-talk” bidirecional entre os sistemas
psiconeuroenddcrinos e sistema imunoldgico (51). Desta forma, um organismo
submetido ao estresse passa a responder a ele como um todo, o que leva a
lembranca do que foi dito por Hipdcrates: “O grande erro em nossos dias € que
0s médicos separam a alma do corpo”. Neste sentido, atualmente, € quase
impossivel pensar no estresse sem a participagdo do sistema nervoso central e

autbnomo, o sistema imune e o endocrino.

Alteracdes devido a eventos ambientais pré-natais, tais como crescimento
fetal alterado (52) e o desenvolvimento de fisiopatologia a longo prazo (53), sdo
denominadas alteragbes na programacéo fetal. Os nutrientes e hormonios,
especialmente os hormonios esteroides, sdo considerados poderosos
mediadores da organizacdo fetal, uma vez que atravessam prontamente a
barreira placentaria e séo fatores importantes na ocorréncia de uma
programacao deletéria (54). No entanto, muitas vezes, esta programagao nao
acontece adequadamente, resultando em uma adaptacdo ineficiente e
aumentando a suscetibilidade de um individuo para doencas da idade adulta,
como doencga cardiovascular, sindrome metabdlica, deficiéncias cognitivas e
desordens afetivas (55). A ideia de que a vulnerabilidade de adultos a doenca
pode ser programada ou impressa durante o periodo fetal (isto é, programacao
fetal) foi proposta pela primeira vez por Barker et al. (56) (57) e é agora
amplamente aceita. Em momento posterior, esta ideia foi expandida para incluir
também o periodo pés-natal precoce, denominado "programacao perinatal”, em
gue fatores ndo genéticos agem no inicio da vida (pré ou pés-natal) (58). Sabe-
se que variagdes nos glicocorticoides maternos circulantes impactam fortemente

essa programacdo, em especial quando surtos hormonais ocorrem durante
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periodos sensiveis de desenvolvimento, as chamadas janelas de vulnerabilidade
do desenvolvimento (59). Eventos estressantes que ocorrem durante o periodo
perinatal podem afetar varios aspectos da programacdo neuroenddcrina,
alterando, subsequentemente, o crescimento, o metabolismo, a maturacao
sexual, as respostas ao estresse e 0 sistema imunoldgico da prole (60) (61). Tais
modificacdes pré-natais induzidas pelo estresse da plasticidade fenotipica da
progénie podem resultar em desenvolvimento de doencas a longo prazo, de
sindromes metabdlicas a disturbios psiquiatricos (62), e altera¢des na orientacao

sexual (63).

Em termos de comportamento, varios dados experimentais mostram que,
em roedores, a exposicdo materna pré-natal a diferentes estressores podem
replicar algumas das anormalidades no comportamento da prole observadas em
humanos. Estas anormalidades incluem ansiedade, em ratos e camundongos
jovens e adultos, avaliados nos testes de labirinto elevado e em campo aberto
(64) (65) (66); depressédo observada nos testes de natacao forcada (67), de
preferéncia a sacarose (68); déficits na interacdo social (69), ligada a
esquizofrenia (70); na aprendizagem espacial e memoria em ratos adultos
observadas, respectivamente, no teste do labirinto aquatico de Morris (71) e de
reconhecimento de objeto novo (72). Assim, os dados obtidos até 0 momento em
experimentos com roedores dao suporte a uma base fisiologica para a hipétese

do neurodesenvolvimento de esquizofrenia e depressao (73).

Também durante a lactagcdo, o estresse materno promove inumeras
alteracdes, em geral ligadas a prejuizos, que podem ter consequéncias a longo
prazo e alterando a programacdo da prole, pois ela ainda estd em

desenvolvimento.

O estresse poOs-natal ndo so6 afeta a prole mas, também, o comportamento
da mae resultando em alteracdes na interagdo mae-filhote. A analise do
relacionamento entre mae e filhotes durante as primeiras semanas de
desenvolvimento pés-natal é constantemente empregada como preditor de
diferencas na prole em periodos mais tardios da vida (74). Para tanto é
necessaria a analise de comportamentos maternos basicos, como a frequéncia
da amamentacdo, de lamber os filhotes e do tempo junto a prole. Estes

comportamentos podem ser observados nos dias de pico do comportamento
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maternal (75) ou por varios dias em diferentes periodos, incluindo manha, tarde
e noite (76). Em geral, o estresse pds-natal € oriundo de manipulacdes na méae,

nas condi¢cdes e na organizacdo social da gaiola.

Uma série de trabalhos mostram que filhotes com baixos niveis de
cuidado materno apresentam problemas estruturais, funcionais, bioquimicos,
alteracdes moleculares e na funcdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HPA)(77) (78) (76). Além disso, esses filhotes demonstram niveis mais altos de
consumo de cocaina/alcool, bem como ansiedade e depressdo de modo similar
aqueles observados em humanos (79) (80). E importante salientar que redugdo
do cuidado materno também afeta processos epigenéticos, como metilagdo do
DNA, modificagéo de histonas e a expressao de microRNAs que sao associados

a prejuizos comportamentais a longo prazo (81).

Em geral, o estresse pds-natal é oriundo de manipula¢cdes na mae, nas
condicBes e na organizacdo social da gaiola. Orso et al. (82) classificaram os
diversos eventos estressantes que afetam de diferentes formas no
desenvolvimento a curto e longo prazo a prole. Séo eles: i) manipulacdo precoce
da prole (83), em que se separa brevemente a prole da mée e expde esta prole
a um novo ambiente por até 15 minutos; ii) separacdo materna (84), quando se
separam os filhotes das mées e os expde a um novo ambiente por 15 min a 8 h;
iii) privacdo materna (85), quando os filhotes séo separado da mée e expostos a
um novo ambiente por um longo periodo; 8-24 h; iv) limitagcdo da cama da gaiola
(86), quando a prole e a mée sédo expostos a um ambiente empobrecido durante
desenvolvimento precoce; v) privagao de irmaos (87), em que apenas um filhote
permanece com a mae, enquanto os demais filhotes sdo sacrificados; vi)
separacgao entre irméos (88), em que metade da prole permanece com a mée,
enquanto a outra metade é separada e exposta a um novo ambiente); vii)
privacdo nutricional (89), em que os filhotes sdo deixados por um periodo com
uma maes com tetas cauterizadas, impossibilitando a alimentagéo da prole; vii)
maus-tratos maternos (90), quando a prole é exposta a uma mae estressada fora
da gaiola); viii) troca de mées repetida (91), em que os filhotes mudam de mées
durante o desenvolvimento inicial; ix) introducdo de um macho intruso (92), em
gue a mée e os filhotes sdo mantidos em sua gaiola moradia e, por um breve

periodo, é introduzido um macho desconhecido nesta gaiola; x) separacao
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materna imprevisivel com maes expostas ao estresse imprevisivel (93), quando
os filhotes sé&o separados das maes e expostos a um novo ambiente, enquanto
as maes sdo expostas ao estresse de restricio ou ao estresse de natacao
forcada); e xi) adocdo (94), em que os filhotes sdo expostos a uma mée
substituta e, também, a uma quantidade limitada da cama da gaiola periodo

curto.

Olsen(82), em sua revisdo, descreveram o impacto da exposicdo em
periodo precoce da vida na interagcdo mae-filhote. Relataram, entdo, que, em
muitos casos, ocorria aumento no lamber/grooming dos filhotes, enquanto em
outros modelos de estresse maternal ndo foram observadas alteragcdes no
parametro. Quanto ao comportamento arqueado de amamentar, 0 mais
importante componente do cuidado maternal, este ndo estava presente na maior

parte dos trabalhos, bem como a busca dos filhotes.

Um parametro do comportamento materno que expressa aumento do
estresse materno € a exacerbacdo do grooming materno durante a observacao

do comportamento maternal.

O grooming em animais é um comportamento inato envolvido na
manutencdo da higiene e outros processos fisiologicamente importantes,
incluindo a termorregulacéo, comunicaco social e excita¢do (95) (96). E um dos
comportamentos mais frequentemente observados em roedores e apresentam
padrbes de organizacdo sequencial cefalocaudal caracteristico (97). Seres
humanos também apresentam este comportamento de forma similar a outros
animais, porém seu excesso € associado a condi¢des patoldgicas como estresse
e em alguns transtornos psiquiatricos, como no autismo (97) (98) e na sindrome

obsessiva-compulsiva (99).

O eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) modula a expressao do auto-
grooming, e varios hormonios hipotalamicos e hipofisarios, em especial os
hormonios relacionados ao estresse como o0 hormaonio liberador de corticotrofina
(CRH) e o horménio adrenocorticotréfico, potencializam o auto-grooming (100)

(101)(102) e ativam este comportamento.
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1.3 Sobre a negligéncia materna

A negligéncia € definida como a falta de cuidado, de interesse ou de
atencdo. Envolve também o desmazelo, desleixo no fazer ao que lhe foi
atribuido, sendo este intencional ou ndo (98). Como diz o ditado atribuido a
Confucio, “ndo sao as ervas mas que afogam a boa semente, e sim a negligéncia
do lavrador”.

A diminuicdo ou auséncia do cuidado materno € denominada negligéncia
materna, que pode ser entendida como uma situag&o de constante omisséo para
com a crianca ou adolescente que coloqgue em risco seu desenvolvimento
(103)(104)(105). Em humanos, € uma relacdo entre adultos e criancas baseada
na omissao, rejeicado e descompromisso do cuidado e do afeto. Esta condicao &
vista em situacdes de abuso fisico, sexual e psicolégico durante a infancia, e em
ambientes nao apropriados para o desenvolvimento, tais como instituicoes para
criancas abandonadas ou em risco (106) (107). As deficiéncias devido a reducao
do cuidado maternal na infancia ocorrem entre 10% e 15% dos casos, nas
sociedades ocidentais (105) (108).

Mesmo a negligéncia materna sendo a forma de maus-tratos e violéncia
mais comum e frequente contra criancas e adolescentes, devido a sua
subjetividade e a conotacfes culturais, € a causa de maus-tratos maternos
menos investigada. Devido ao aumento do nimero de casos e denuncias de
maus-tratos nestas idades observados nas ultimas décadas, atualmente, um
novo olhar para o problema passou a ser adotado pela classe cientifica. Dentre
as formas de negligencia registradas nas denuncias aos conselhos tutelares séao
citadas: evasdo da escola, falta de acompanhamento médico ou auséncia e/ou
regularidade na vacinacdo, acidentes domésticos ocorridos por falta de
supervisao (109) (110) (111).

A negligéncia é a forma mais frequente de maus-tratos contra criangas e
adolescentes, e a mais denunciada. Desde 2012, a negligéncia € responsavel
por quase metade dos casos, segundo o Sistema de Informacé&o para Infancia e
Adolescéncia (Sipia), que recebe todas as notificagbes sobre violéncia dos
conselhos tutelares do Brasil. Como exemplo da alta incidéncia de negligéncia
materna, cita-se o trabalho de Rates et al (107) que, utilizando dados de

notificagdes do Sistema da Vigilancia de Violéncias e Acidentes (Viva/SINAN)
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(112) sobre violéncias contra criancas entre 0 e 9 anos, mostraram a ocorréncia
de 17.900 casos. Dos tipos de violéncia, os predominantes foram a negligéncia
(n=7.716; 47,5%), as violéncias fisica (n = 5.969, 38,5%), as de ordem sexual
(n =5.675, 37%) e as de ordem psicologica/moral (n = 3.772; 25,2%), segundo
Nunes et al (113).

Em 2018, o Disque Direitos Humanos (Disque 100) obteve 152.178
registros de violagdes, com 76.216 vitimas. Destes, 72,66% foram referentes a
negligéncia, a violéncia psicologica (48,76%), a violéncia fisica (40,62%) e a
violéncia sexual (22,40%). Ressalta-se que, em uma unica denuncia, pode haver
duas ou mais violag@es. Entre as vitimas, 48,16% séo do sexo feminino, 40,24%
masculino e 11,60% nao informados. Sobre a faixa etaria, temos vitimas de 0 a
3 anos (17,84%), 4 a 7 anos (21,48%), 8 a 11 anos (20,10%), 12 a 14 anos
(17,44%), 15 a 17 anos (11,93%), nascituro (0,24%), recém-nascido (0,83%), e
idades néo informadas (11,93%). As maes sao as principais denunciadas no que
se refere as violagdes: elas representam 37,64%, em seguida os pais (18,47%),
padrastos (5,32%), tios/as (3,53%) e as avos (3,59%). Agressores de identidade
nao informada somaram 18,77% (99).

Dentre os estudos e dados baseados nos perfis dos grupos das denuncias
de negligéncia, ha registros de negligéncia em todos os niveis socioecondémicos;
porém nota-se maior prevaléncia dos casos em niveis socioecondmicos mais
baixos. Nos perfis das maes negligentes, verificou-se menor interagdo com o
filho e um maior nimero de gestacdes, em geral ndo planejadas. Quanto as
condicdes de moradia, notou-se que as familias apresentavam insatisfacdo com
as condicdes de moradia, comumente localizadas em aglomeracfes e em locais
inadequados, fato que gerava estresse no grupo (110) (114). Portanto, o fator
socioeconémico é um dos fatores que deve ser considerado, provavelmente em
funcdo das desvantagens criadas por tais condicbes concretas serem menos
favoraveis ao desenvolvimento humano; no entanto, este ndo pode ser

considerado como fator definidor.

A experiéncia de maus-tratos cronicos na infancia, sob a forma de abuso
ou negligéncia, esta associada a uma série de problemas que podem ocorrer ao
longo da vida, sendo um fator de risco para déficits emocionais subsequentes e

uma série de outros problemas interpessoais, como a desconfianga, o receio de
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estabelecer relacdes intimas, os vieses do processamento de informacéo social
e outros (106) (108).

Durante o periodo pré e pés-natal, o individuo tem sua neuroplasticidade
aumentada; nesta fase, ele estd em constante desenvolvimento e adaptacao a
todos os fatores expostos, sendo que suas interacdées com o ambiente e seus
comportamentos adaptativos a ele irdo definir um conjunto de programacao tanto
comportamental quanto genética, que ele ira carregar e expressar no decorrer
da vida (115) (116).

Adversidades e intercorréncias durante o periodo pré e pds-natal, podem
desenvolver alteragcbes comportamentais e metabdlicas, que podem ser
carregadas ao longo da vida do individuo, ou até mesmo alteracdes
transgeracionais (117)(118) (119).

Os efeitos dos abusos da infancia podem muito precocemente promover
aumento no medo e ansiedade, agressdo e disturbios de humor, e podem
desencadear um programa desadaptativo que altera mecanismos de resiliéncia
ao estresse (120) (121) (122)(93). Sdo também observados déficits cognitivos
particularmente ligados a memoria emocional (123). Além disto, adultos que
sofreram reducgédo de cuidados na infancia mostram aumento na incidéncia de
obesidade (124) (125). Estudos também mostraram alteracdes na expressao
génica envolvida na regulacdo do DNA, levando a alteracbes epigenéticas

devido aos maus tratos na infancia (104) (105).

1.4 Modelo de limitagdo das condi¢des do ninho.

O puerpério € um momento crucial para iniciar e estabelecer a qualidade
do vinculo mée-filho, e neste a mae ira suprir todas as necessidades do bebé,
tais como seguranca, alimentacdo, protecdo, controle térmico e afeto. Neste
periodo, é importante um ambiente adequado para estas necessidades para o
binbmio mae-filho.(110) (126). Em humanos, o puerpério ¢é dividido
didaticamente em trés fases: fase imediata (compreende o periodo entre uma e
duas horas ap0s a saida da placenta até o 10° dia pés-natal), fase tardia (que
ocorre entre 0s 11° e 45° dias pos-natais) e remoto (a partir do 45° dia, com seu

término imprevisto, pois enquanto a mulher amamentar ela estara sofrendo
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modificacdes da gestacdo, como a lactancia). Alteracdes de humor e psiquicas
da puérpera sao corrigueiras neste periodo (127) (126). Assim, o ambiente
maternal e os cuidados maternais neste primeiro momento da vida séo
essenciais para a qualidade deste vinculo,, devendo ser construido um ambiente
seguro e apropriado, para que a mae possa expressar 0 comportamento
maternal de forma adequada, fornecendo o amparo, a atencao e o afeto ao bebé

neste momento (114).

Um paradigma naturalistico para induzir estresse materno e reducao no
cuidado maternal é a limitacdo da constru¢cdo do ninho (LCN). Ivy et al (128)
reduziram as condi¢cdes do ninho entre os dias 2-9 pds-natais. Esses autores
verificaram redug&o no grooming dos filhotes, redugcéo da presenca da mée no
ninho ou em contato com sua prole, além de aumento nas maes dos niveis
plasmaticos de corticosterona e do peso das adrenais, concomitantemente com

aumento da liberacao hipofisaria do hormonio adrenocorticotrofico.

Moussaoui et al (129) reduziram as condi¢des do ninho entre os dias pos-
natais 2-10 da lactacdo e verificaram prejuizos no comportamento maternal e,

na prole masculina, aumento na permeabilidade da barreira intestinal.

Rincon-Cortés & Sullivan(108) reduziram as condi¢des do ninho entre os
dias pos-natais 8 —12 e verificaram que o comportamento social da prole ao
desmame nao foi modificado, porém entre os dias 20-22 e na adolescéncia (dias
42-48) houve reducgdo na sociabilidade dos animais. Observaram redugéao na
atividade da amigdala, no cortex medial pré-frontal e no ndcleo accumbens,
areas importantes no comportamento emocional. Ainda, esses autores

verificaram a presenca de comportamento tipo- depressivo na idade adulta.

Yan et al (130) mostraram que, nesta condicéo, pode ocorrer reducao do
tempo que a mée dedica a prole, ja que ela precisa intervir de forma mais
constante no reparo do ninho; tal situacdo acarreta menos tempo de contato com
os filhotes, manuseio brusco e pisoteamento dos filhotes, o que reduz o cuidado
maternal. Sob esta condicéo, os filhotes se alimentam menos e tém aumento dos
niveis de corticosterona, embora o ganho de peso seja normal (131) (132) (133)
(134) (135). Segundo Yan et al (130), este modelo resultou em um fendétipo
depressivo na vida adulta produzido pelo trauma no inicio da vida. Os dados
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deste autor mostraram, ainda, convergéncia com dados humanos de criancas

criadas em orfanatos, mas também com aqueles de primatas ndo humanos.

Tendo em vista os efeitos da limitagdo das condi¢des do ninho (LCN)
como modelo de negligéncia maternal e da auséncia na literatura das
conseqguéncias em idade precoce da LCN, este projeto investigou, inicialmente,
as possiveis alteracdes reprodutivas na interacdo materno-filhote para, entéo,
estudar os possiveis prejuizos na prole masculina destas ratas .Escolheu-se
analisar apenas a prole masculina, uma vez que filhotes machos necessitam de
maiores cuidados maternos (136) (15) (134).

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar as consequéncias da LCN durante todo o periodo de lactacao de
ratas (infancia aos 31 dias de idade), da avaliagdo de parametros de
comportamento materno, desenvolvimento fisico e comportamental da prole

masculina.
2.2 Objetivos especificos

Avaliar se a LCN altera:
v/ 0 comportamento materno;
v 0s niveis de corticosterona sérica materna,
v' 0 desenvolvimento fisico e reflexoldgico da prole masculina de ratas;
v' aos 30 dias de idade, o comportamento social da prole masculina;
v/ aos 31 dias de idade, a expressao da atividade motora/ansiosa observada

em campo aberto da prole masculina;

<

aos 31 dias de idade, as respostas tipo-depressiva no teste de natacao
forcada da prole masculina;
v' aos 31 dias de idade, as respostas tipo-ansiosa no teste de transicao na

caixa claro escuro da prole masculina;
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v’ aos 31 dias de idade, os niveis de corticosterona sérica da prole

masculina.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas 12 ratas e 6 ratos Wistar adultos, entre 15 e 17 semanas
de idade, pesando 220-275 g, adquiridas do Departamento de Imunologia,
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, Brasil. Estes
animais foram trazidos ao Biotério de Experimentacéo da Universidade Paulista
alojados em gaiolas de polipropileno (45.5 X 34.5 X 20 cm; maximo 4 ratas
/gaiola) com sistema de microisoladores (Tecniplast, Buguggiate, Italy), em
temperatura controlada (23°C = 2°C) e umidade (55 — 65%) com iluminagao
artificial (12-hr luz/12-hr escuro ciclo, luz as 7:00 da manh&). Os animais tiveram
acesso a vontade a racao irradiada para roedores (Bio Base, Aguas Frias, Brasil)
e beberam agua estéril (autoclavada). Além disso, maravalha esterilizada e livre
de residuos foi usada como cama para os animais. Apés 10 dias de habituacéo,
as fémeas foram cruzadas com ratos de mesma linhagem, experientes
sexualmente, para obtencdo de suas proles. Apos 18 dias da confirmacao da
gestacédo pela observacdo da presenca de espermatozoides no lavado vaginal,
as ratas foram alojadas, individualmente, com comida e agua ad libitum. A
manutenc¢do dos animais, condigdes nutricionais, 0 manuseio e cuidado das
ninhadas foram as mesmas descritos anteriormente pelo nosso grupo Joaquim
et al.(137). Foi permitida a gestacéo ir a termo. O parto foi considerado o dia 1

pos-natal (DPN1) e nenhum manuseio foi realizado neste dia.

3.2 Delineamento experimental

As ninhadas foram pesadas no DPN2, e padronizadas em 8 filhotes (4
machos/4 fémeas), quando possivel. As 12 ratas foram divididas em 2 grupos
iguais. Assim, neste dia, para efeito de inducdo, somente as ratas do grupo
experimental tiveram reducédo de 50% na quantidade de maravalha de sua

gaiola. J4 as ratas do grupo controle permaneceram com 100% da maravalha
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em sua gaiola. Foram atribuidos escores a qualidade do ninho a cada 7 dias da
lactagéo, conforme descrito a seguir.

Foi observado o comportamento maternal e mensurado entre os DPNs 5
e 6 da lactagdo. O desenvolvimento fisico e o reflexolégico da prole masculina
das ratas foram realizados do DPN 2 ao 24, periodo subsequente a descida dos
testiculos. No DPN 21, ocorreu o desmame da ninhada, com a separacao dos
machos e fémeas. Nesse dia, as maes foram submetidas a eutanasia por
decapitacdo e seu sangue foi coletado para avaliacdo dos niveis séricos de
corticosterona.

No desmame, os filhotes machos foram observados quanto a atividade
geral em campo aberto; em seguida, procedeu-se ao isolamento de um filhote,
sendo os outros agrupados até o DPN30. No DPN30, foi observado e mensurado
o0 comportamento social dos filhotes. No DPN31, foram executados os testes da
atividade geral, o teste de natagéo forcada, da caixa de transigédo claro/escuro
com um filhote/teste dos respectivos grupos experimental e controle. Apos a
observacdo comportamental, esses filhotes foram submetidos a eutanésia, e o
sangue coletado para analise dos niveis séricos de corticosterona. Em cada
experimento, foram utilizados no maximo 2 animais/ninhada para evitar o efeito
de ninhada (138). As fémeas que nasceram das gestantes oriundas deste projeto

foram utilizadas em outro projeto de pesquisa experimental.

3.3 Procedimentos

3.3.1. Estudos maternos

3.3.1.1. Qualidade do ninho e sobrevivéncia da prole

O numero de filhotes vivos/mortos foi anotado durante todos dias da
lactacdo. A partir destes dados, foram construidas curvas de sobrevivéncia da
prole e calculada a porcentagem de animais vivos/mortos de cada grupo. Para
avaliacdo do comportamento materno no ninho, foram atribuidos escores ao

comportamento das ratas antes de qualquer manipulacao (Tabela 1).
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Tabela 1. Escores do comportamento materno das ratas no ninho.

Escores

1 Rata distante dos filhotes, explorando ou n&o a gaiola
2 Filhotes agrupados com a mée sobre os filhotes

3 Mé&es amamentando os filhotes

3.3.1.2. Comportamento maternal

Para o teste de comportamento maternal da ninhada, cada rata foi
colocada em outra gaiola com maravalha em uma sala distante da mée, e os
filhotes foram mantidos aquecidos por uma manta. A rata mae permaneceu ha
gaiola moradia e o ninho desta caixa foi desfeito. Sessenta minutos mais tarde,
os filhotes foram colocados de volta na caixa moradia, espalhados dentro da
gaiola no lado oposto o qual estava o ninho, e em seguida foi observado o
comportamento materno por 30 minutos. Este procedimento foi gravado e 0s
seguintes parametros avaliados: laténcia para recolhimento de 4 filhotes em
segundos, tempo total de comportamento maternal (tempo em segundos que a
rata permaneceu sobre os filhotes, amamentando ou néo), frequéncia e tempo
em segundos que a rata fez grooming nos filhotes (sendo grooming considerado
guando a maes lambia o filhote). A partir destes dados, foram calculados os
tempos maximos de comportamento maternal e de grooming nos filhotes.
Observou-se também o comportamento maternal voltado a ela mesma:

frequéncia, tempo total e tempo maximo de auto-grooming.

3.3.1.3. Atividade geral em campo aberto

O teste de campo aberto visou avaliar da atividade motora/exploratéria e
comportamento tipo-ansiedade das ratas, uma vez que interferéncias nestes
aspectos poderiam prejudicar a expressdo do comportamento maternal. Cada
rata foi observada no periodo da tarde nos mesmos dias da observacdo do

comportamento maternal. Para isso, as ratas foram colocadas individualmente
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no centro do aparelho de campo aberto. O teste foi gravado por 5 minutos para
posterior avaliacdo dos parametros. Os seguintes parametros foram anotados:
(1) frequéncia, tempo total e tempo maximo de grooming; (2) frequéncia, tempo
total e tempo maximo de exploracao vertical; (3) frequéncia, tempo total e tempo
maximo de imobilidade; (4) tempo total de locomocéo na periferia e (5) tempo na
zona central do campo aberto. O aparelho foi limpo com solu¢éo de alcool a 5%
no intervalo entre a observacdo de cada rata, para evitar a interferéncia de

odores deixados por outra rata.

3.3.2. Estudos da prole

3.3.2.1. Desenvolvimento Fisico

Para avaliagdo do peso corporal, os ratos foram pesados nos DPN 4, 9,
21 e 31.

Na avaliacdo do desenvolvimento fisico dos animais, foram observados
os dias de ocorréncia dos seguintes parametros: desdobramento das orelhas,
abertura dos olhos, erupcéo dos dentes incisivos, nascimento de pelos e descida

dos testiculos. Estas observacdes foram realizadas diretamente em cada filhote:

a) desdobramento de orelha: os filhotes escolhidos de cada ninhada foram
observados entre o 1° e 0 5° dia de lacta¢do, quanto a ocorréncia ou nao deste
parametro;

b) erupcdo dos dentes incisivos: observada pela abertura da boca dos filhotes
escolhidos, entre 0 6° e 0 12° dia de lactacdo, sendo registrado o dia exato do
aparecimento do esmalte dos dentes superiores e inferiores;

c) abertura dos olhos: registrado o dia da ocorréncia da primeira fresta da
abertura dos dois olhos. Esta observacéao foi realizada entre o 10° ao 15° dia da
lactacéo;

d) aparecimento de pelos: registrado entre os dias 5° aos 8° dias de vida.
Diferem-se da penugem, que aparece logo no 1° ou 2° dia apds 0 nascimento

pelo comprimento.
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3.3.2.2. Desenvolvimento reflexoldgico

Os parametros do desenvolvimento reflexol6gico observados foram:
a) Reflexo de preenséo palmar: o animal foi contido em uma das méaos do (a)
pesquisador (a), e uma das patas do filhote foi tocada com a ponta de um clipe
para avaliagdo da ocorréncia do reflexo. O critério para ocorréncia foi o de que o
animal fechasse a pata ao contato fisico com o clipe. Este teste foi realizado no
2°, 4°, 6°, 8° e 10° dia da lactacdo, sendo que este € o Unico teste em que o
reflexo desaparece ao longo do tempo.
b) Reflexo de endireitamento de postura: o animal foi colocado em decubito
dorsal, sendo medida a ocorréncia ou ndo da resposta de virar o corpo para a
posicao de decubito ventral. O critério para o registro desse reflexo foi o de que,
ao se virar, o animal ficasse com as quatro patas espalmadas na superficie. O
periodo de laténcia maximo para este teste foi de 30 segundos. Este reflexo foi
observado do 5° ao 10° dia de lactacao.
c) Reflexo de geotaxia negativa: o animal foi colocado em uma rampa de
aproximadamente 45° de inclinacdo, a 5 cm do final inferior dessa superficie,
com a cabeca direcionada para baixo. Anotou-se a laténcia (ndo superior a 30
segundos), para 0s animais voltarem a posi¢cao oposta, ou seja, com a cabeca
para cima. Quando os animais ndo apresentaram o reflexo na 1° tentativa, eles
foram testados mais 2 vezes com a mesma laténcia. A ocorréncia na 1°, 2° ou
3° tentativa também foi registrada. Este reflexo foi observado no 5°, 7°, 9°, 11° e
13° dia de lactacao. A laténcia méaxima foi de 1 minuto.
d) Dia de andar adulto: os animais foram colocados em uma superficie plana e
observou-se se estes apoiavam sobre as quatro patas sem encostar o ventre na
superficie plana. Quando isto foi observado, anotou-se, entdo, o dia de andar
adulto. Este parametro foi observado do 10° ao 18° dia de lactacdo ou até o dia

em que 0s animais apresentaram o comportamento.
3.3.2.3. Atividade geral em campo aberto
O teste de campo aberto foi utilizado para avaliacdo da atividade

motora/exploratéria e comportamento tipo-ansiedade da prole das ratas de forma

similar ao descrito no item 4.4.1.2; o campo aberto empregado, porém, foi
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adaptado ao tamanho da prole (40 cm de diametro e parede com 50 cm de
altura). O teste foi gravado por 5 minutos para andlise posterior. Os parametros
avaliados foram: duracdo em minutos da locomocéao, imobilidade e tempo no
centro; anotou-se também a frequéncia de cruzamentos no centro do campo

aberto e a frequéncia de levantar.

3.3.2.4. Comportamento social

O comportamento social na infancia é uma das primeiras formas de
comportamento social ndo direcionado a mae que ocorre na ontogenia em
espécies de mamiferos(139).Tem importancia em estabelecer padrdes de
comportamento na idade adulta, por exemplo, para comportamento sexuais e
agressivos(140). Neste trabalho, o comportamento de interacdo social foi
avaliado segundo Kirsten et al.(141). Resumidamente, no DPN 21, 18 filhotes
dos grupos controle e experimentais foram separados em uma das duas
seguintes condicdes para a analise do comportamento de brincar: 1)
acondicionamento individualmente (filhotes controle isolados, n = 6; filhotes
experimentais isolados, n = 6) e 2) acondicionamento agrupado, consistindo de
dois filhotes por gaiola (filhotes controle agrupados, n = 6, sendo 1 s6 utilizado
para o comportamento de brincar; filhotes tratados agrupados, n = 6, sendo 1 s6
utilizado para o comportamento de brincar). O motivo do isolamento social foi
aumentar a motivagdo em iniciar o comportamento de brincar(142). Os animais
permaneceram nessas condi¢cdes nas gaiolas-moradia (38 x 32 x 16 cm) até o
DPN 30. O comportamento de brincar foi avaliado no DPN 30, pois esse
comportamento apresenta pico nesse periodo (143). No DPN 30, um filhote
submetido a LC foi confrontado com um filhote do mesmo grupo que foi agrupado
e com diferenca no peso entre eles menor que 10 g. O mesmo procedimento foi
feito com os filhotes do grupo controle. Os comportamentos foram gravados por
10 min na gaiola no filhote isolado. Antes do teste, 0os animais permaneceram
por 5 min na sala teste para adaptacdo. Os seguintes parametros foram
avaliados: frequéncia de pinning (comportamento de brincar propriamente dito,
isto é, 0 numero de vezes que o0 animal deita de costas com seu parceiro em
cima; esse comportamento foi avaliado para os dois animais, pois ambos séo

participantes ativos), tempo gasto em farejar o parceiro (tempo, s), frequéncia de
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passar sobre ou sob o outro animal, frequéncia de montas no parceiro, duracao
do tempo gasto perseguido o parceiro (tempo, s), e locomocgéao (tempo, s). Todos
0s parametros do comportamento de brincar, exceto o pinning, foram

observados individualmente nos animais isolados.

3.3.2.5. Teste de transi¢cdo na caixa claro/escuro

O modelo da transicao claro-escuro constitui-se de uma caixa contendo
dois compartimentos, um escuro e um iluminado, interligados por uma abertura
diviséria. O paradigma claro-escuro é baseado em uma situacéo de conflito, sem
gue haja a presenca de um estimulo punitivo. O conflito se da entre a tendéncia
natural dos animais de explorar um ambiente novo e a tendéncia inicial de se
esquivar do que nao é familiar (neofobia). O comportamento aversivo dos
animais é produzido neste modelo pelos estimulos estressores moderados, ou
seja, um ambiente novo e iluminacéo excessiva (144). O procedimento no teste
da transigao claro-escuro consistiu em colocar o animal, individualmente, com a
cabeca voltada para a porta diviséria e, por 5 minutos, no lado claro da caixa o
gual era intensamente iluminado. Apdés a primeira entrada do animal no
compartimento escuro, foram registrados os seguintes parametros: tempo total
de permanéncia em cada um dos compartimentos (claro e escuro), nUmero total
de transi¢des entre os dois compartimentos e o tempo que o animal levou para

entrar pela primeira vez no lado escuro do modelo

3.3.2.6. Teste de natacao forcada (teste de Porsolt)

Este teste foi proposto por Porsolt et al (145), sendo um modelo
experimental para o estudo da depressao. Os ratos, ao serem introduzidos na
cuba com agua, apresentam um comportamento de luta, caracterizado por
vigorosa atividade. ApdOs alguns minutos, essa atividade diminui, até que os
animais passam a fazer somente 0s movimentos necessarios para manter a
cabeca fora da agua, o que foi denominado de imobilidade (145) (146). No
presente trabalho, os ratos foram submetidos ao teste em cilindros de acrilico
(50 cm de altura e 22 cm de diametro), por 5 minutos, com agua na profundidade

de 30 cm e temperatura média de 28 + 1° C. Ao termino do teste, cada animal
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foi retirado do cilindro e seco com toalha. Os testes foram feitos individualmente,
e, entre cada teste, a 4gua foi trocada. Foram mensurados:1) tempo de laténcia
para primeira flutuacdo em segundos, ou seja, o tempo que cada animal
permanece em completa imobilidade antes de comecar a se movimentar; 2)
tempo de flutuacdo em segundos, ou seja, 0 tempo em que, apos a laténcia para
flutuacdo, cada animal deixa de se movimentar dentro do cilindro; e 3)
guantidade de tentativas de escape, ou seja, movimentos vigorosos em tentativa
de fuga, com as patas dianteiras acima da superficie da &gua ou contra a parede

do cilindro.

3.3.3. Avaliagédo dos niveis de corticosterona séricos maternos e da sua prole

ApoOs a observacédo da atividade geral das ratas-maes, e imediatamente
apos o teste de natagdo forcada da prole, os animais foram submetidos a
eutanasia e 0 sangue coletado para avaliacdo dos niveis séricos de
corticosterona. Na prole, o sangue utilizado foi de todos animais, exceto
daqueles que foram isolados. A analise dos niveis de corticosterona foi feita pelo
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) (cat. no. KO14-H, Ann Arbor,USA),

de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.4 Anélise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (147)
ou ao teste de Bartlet (148) para verificar, respectivamente, a normalidade e
homocedasticidade das informacdes coletadas. Dados paramétricos com 2
variaveis foram analisados pelo teste t de Student e, os ndo paramétricos, pelo
teste U de Mann-Whitney. Dados com mais de um fator foram analisados pela
ANOVA de 2 vias, seguida pelo teste de comparacdes multiplas de Sidak, ou
pelo teste de comparacGes multiplas de Tukey. Para a avaliacdo da curva de
sobrevivéncia da prole, foi empregado o teste de regresséao linear e, para as
porcentagens, empregou-se o teste de Fisher. O nivel de significancia de 5% (a

< 0,05) foi considerado suficiente para mostrar diferencas significantes em todos
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os dados analisados. Os dados foram expressos, conforme o caso, como média
+ erro padrdo da média, mediana e seus limites ou porcentagens. O software
GraphPad Prism 8.0 e o software GraphPad Instat foram utilizados para a analise

estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudos maternos

A Figural ilustra os escores da qualidade do comportamento maternal
ninho e a frequéncia dos parametros do comportamento materno observado
durante 30 minutos.

Os escores da qualidade do comportamento materno no ninho (Fig.1a)
foram modificados pelo tratamento mas nao pelo tempo de observacao, nao
havendo interacdo entre os fatores (ANOVA de duas vias - tempo - F7,52 = 0,60,
p = 0,75; tratamento - F752 = 48,71, p < 0,0001, interacao entre os fatores - F752
= 0,72, p = 0,66). O teste de compara¢gdes multiplas de Sidak mostrou que 0s
escores do grupo experimental foram maiores nos dias 14 e 16 da lactacéo

guando comparados aos dos animais do grupo controle.

Figural. Qualidade do comportamento materno no ninho (a) e frequéncia dos parametros do
comportamento maternal (b).
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Legenda: As ratas dos grupos experimental e controle foram submetidas ou ndo a reducéo da
maravalha do ninho, respectivamente, observadas durante 30 minutos. O comportamento
materno foi observado entre os DPN5-6. n= 6/grupo. Os escores de qualidade do ninho foram
analisados pela ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de comparac¢des de Sidak. *p< 0,05,
**p< 0,01. Fonte: Mendes -Lima, 2020.
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A Figura 2 ilustra a sobrevivéncia da prole de ratas do grupo experimental
ou do grupo controle durante a lactagdo, e o indice de sobrevivéncia dessa prole.
A regressao linear aplicada a curva de sobrevivéncia da prole (Fig.1la)
apresentou inclinacao diferente de zero (F = 110,9, Df =1, Df =5, p = 0,0001) em
gue houve menor sobrevida dos animais do grupo experimental em relacéo
aqueles do grupo controle.

A porcentagem de sobrevivéncia da prole (Fig.1b) dos animais do grupo
experimental foi menor nos animais do daqueles do grupo controle (teste exato
de Fisher - p =0,01).

Figura 2. Curva de sobrevivéncia da prole (a) e indice em porcentagem da sobrevivéncia da
prole (b).
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Legenda: As ratas dos grupos experimental e controle foram submetidas ou néo a limitagédo das
condi¢des do ninho durante a lactacéo, respectivamente. A curva de sobrevivéncia foi analisada
pelo teste de regresséo linear e indice de sobrevivéncia em porcentagem da prole pelo teste
exato de Fisher - *p = 0,01. N = 6/grupo. Fonte: Mendes -Lima, 2020
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A Fig. 3 ilustra o comportamento maternal voltado aos filhotes de ratas
dos grupos controle e experimental. Nao foram observadas diferencas
estatisticas entre todos os parametros do comportamento maternal voltado aos

filhotes dos dois grupos. Os resultados da andlise estatisticas sao apresentadas
na Tabela 2.

Figura 3. Comportamento maternal voltado aos filhotes.
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Legenda: As ratas dos grupos experimental e controle foram submetidas ou ndo a limitagdo das
condi¢des do ninho durante a lactacdo, respectivamente. Sao apresentados as médias e os
respectivos erros-padrdo, bem como os valores individuais. Os parametros sdo designados pelas
letras de a-f. (a) recolhimento de 4 filhotes; (b) tempo total de comportamento maternal; (c) tempo
maximo de comportamento maternal; (d) grooming da prole; (e) total de grooming materno; (f)

tempo maximo de grooming nos filhotes. n=6/grupo. Teste t de Student. Fonte: Mendes-Lima,
2020
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Tabela 2. Comportamento maternal voltado aos filhotes.

Parametro t df p
Laténcia para o recolhimento dos filhotes 1,49 10 0,17
Tempo total de comportamento maternal 1,27 10 0,23
Tempo maximo de comportamento maternal 0,18 10 0,80
Frequéncia de grooming na prole 1,47 10 0,17
Tempo total de grooming na prole 0,03 10 0,54
Tempo maximo de grooming na prole 0,05 10 0,95

Legenda: As ratas dos grupos experimental e controle foram submetidas a limitacdo das
condi¢des do ninho. Teste t de Student. Df- graus de liberdade, p = valores da probabilidade.
Fonte: Mendes-Lima, 2020

A Fig.4 ilustra o comportamento de ratas do grupo controle e experimental
voltado para a prépria rata durante a observacdo do comportamento maternal.
Observou-se aumento significante na frequéncia de auto-grooming (t = 2,95, df
= 6,34, p = 0,02, Fig.3 a), no tempo total de auto-grooming (t = 5,12, df =5,85, p
= 0,002, Fig.3b) e na duracdo méxima de auto-grooming (t = 2,66, df = 6,24, p =
0,04, Fig. 3c) nas fémeas do grupo experimental em relacdo aquelas do grupo
controle.

Figura 4. Comportamento de auto-grooming de ratas submetidas ou ndo a limitacdo das
condi¢des do ninho.
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Legenda: (a) Frequéncia de auto-grooming materno; (b) tempo total de auto-grooming materno;
(c) tempo maximo de auto-grooming materno. Sao apresentadas as médias e respectivos erros-
padrdo, bem como os valores individuais. N=6/grupo. Teste t ndo pareado com correcdo de
Welch. *p< 0,05, **p< 0.01. Fonte: Mendes-Lima, 2020
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A Fig.5 ilustra a atividade geral de ratas do grupo controle e experimental
observadas em campo aberto. O teste t de Student ndo mostrou diferencas
significantes entre os dois grupos entre todos parametros observados. Os

resultados da analise estatistica sdo mostrados na Tabela 3.

Fig.5. Atividade geral materna dos grupos experimental e controle submetidas ou nédo a limitacao
das condi¢bes do ninho, respectivamente.
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Legenda: Foi observada a atividade em campo aberto de ratas do grupo experimental e controle,
N=6/grupo. (a) frequéncia de grooming; (b) tempo total de grooming; (c) tempo maximo de
grooming; (d) exploracao vertical; (e) tempo total de exploragao vertical; (f) tempo maximo de
exploracao vertical; (g) tempo de imobilidade; (h) tempo total de imobilidade; (i) tempo maximo
de imobilidade; (j) tempo total na zona periférica; (k) tempo total na zona central. Sao
apresentadas as médias e os respectivos erros-padrao, bem como os valores individuais. Teste
t de Student. Fonte: Mendes-Lima, 2020
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Tabela 3. Resultados da andlise estatistica da atividade geral de ratas dos grupos experimental

e controle observadas em campo aberto.

Parametro df

Frequéncia de grooming 0,67 10 0,52
Tempo total de grooming 0,17 10 0,87
Tempo maximo de grooming 0,08 10 0,94
Frequéncia de exploragdo vertical 1,74 10 0,11
Tempo total de exploracéo vertical 0,04 10 0,97
Tempo maximo de exploracao vertical 0,68 10 0,51
Frequéncia de imobilidade 0,44 10 0,66
Tempo total de imobilidade 0,57 10 0,58
Tempo maximo de imobilidade 0,02 10 0,99
Tempo total na periferia 0,96 10 0,36
Tempo total no centro 0,98 10 0,35

Legenda: As ratas do grupo experimental foram submetidas a limitacdo das condi¢c8es do ninho.

Teste t de Student. Df- graus de liberdade, p = valores da probabilidade. Fonte: Mendes -Lima,

2020

A Fig. 6 ilustra os niveis séricos de corticosterona materna dos grupos controle

e experimental. O teste de Shapiro-Wilk indicou que a distribuicdo ndo seguiu a

normalidade (grupo controle= 0,0060; grupo experimental =0,0003). Foi retirado

um dado outlier do grupo controle. O teste U de Mann-Whitney mostrou que 0s

niveis séricos desse horménio foram maiores no grupo experimental com relacao

ao grupo controle (U = 0,02).
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Figura 6. Niveis maternos de corticosterona séricos (ug/g de tecido) de ratas dos grupos

controle e experimental, submetidas ou néo a limitacdo das condi¢des do ninho,

respectivamente.
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Legenda: Sao apresentadas as medianas e os respectivos limites, bem como os valores
individuais. ** p< 0,01. Teste U de Mann-Whitney. n= 6/grupo. Fonte: Mendes-Lima, 2020

4.2. Estudos com a prole

A Figura 7 ilustra o peso corporal da prole de ratas dos grupos controle e
experimental durante a lactag&o até o DPN31. A ANOVA de duas vias indicou a
existéncia de diferencas em relacéo aos dias de observacao (F (3,10) =382,3,
P<0,0001) e interacao entre os fatores (F (3, 104) = 2,95, P=0,04). O teste de
comparacdes multiplas de Tukey indicou diferencas significantes entre todos os
dias de observacéo.

Na andlise de diferencas entre os grupos, a ANOVA ndo mostrou
diferencas entre os grupos (F (1, 104) = 2,56, P=0,11). O teste de Sidak mostrou
gue a interacao foi significante entre os grupos controle e experimental no DPN

31, com reducéo no peso do grupo experimental em relagdo ao grupo controle.
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Figura 7. Peso corporal da prole de ratas submetida (grupo experimental) ou ndo (grupo controle)

a limitacdo das condi¢des do ninho durante a lactagdo até o DPN31.
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Legenda: (a) Comparacédo entre os dias de observacgéo; (b) comparacgao entre 0s grupos. ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de comparag6es multiplas de Tukey para andlise entre os dias
de observacao (** p< 0,01; *** p< 0,001) e pelo teste de comparac¢des miltiplas de Sidak para
comparacao entre os grupos * p < 0,05). N = 12/grupo.

A Fig. 8 ilustra o desenvolvimento fisico da prole masculina de ratas dos
grupos controle e experimental. O dia médio de erupcéo dos dentes incisivos dos
animais do grupo experimental adiantou (t = 4,05, df= 31,44, p = 0,0003, Fig.6b),
enquanto o aparecimento de pelos retardou (t = 2,22, df = 2281, p = 0,04, Fig.
6¢) em relacdo ao grupo controle. Ainda, observou-se retardo no dia médio de
descida dos testiculos dos animais do grupo experimental em relacdo aqueles
do grupo controle (t = 3,69, df = 36,69, p = 0,0007). Nao houve diferencas
significantes nos dias médios de desdobramento de orelhas (t = 0,008, df = 43,
p = 0,99, Fig. 62) e de abertura dos olhos (t = 0,13, df = 39, p = 0,90, Fig.6d).
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Figura 8.Desenvolvimento fisico da prole masculina de ratos dos grupos controle e do grupo

experimental.
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Legenda: ratos do grupo controle (ratas com a quantidade padrdo de maravalha do ninho) e do
grupo experimental (ratas com reducdo da maravalha do ninho). S&o apresentadas as médias e
0s respectivos erros-padrdo, bem como os valores individuais. Os parametros representados
pelas letras sdo: (a) desdobramento das orelhas; (b) erupcdo de dentes incisivos; (c)
aparecimento de pelos; (d) abertura dos olhos; e (e) descida dos testiculos. N = 26/23/grupo.
Teste t ndo pareado com correcé@o de Welch. *p< 0,05, ***p< 0,001. Fonte: Mendes-Lima, 2020
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A Fig. 9 ilustra os parametros do desenvolvimento reflexoldgico e o dia de
andar adulto da prole masculina de ratas dos grupos controle e experimental.
Nota-se que o dia médio para o desenvolvimento do reflexo de preensao palmar
foi maior nos animais do grupo experimental em relacdo aqueles do grupo
controle (t = 2,30, df = 29,06, p = 0,03); no entanto, o dia médio para o
desenvolvimento do reflexo de endireitamento foi adiantado (t = 2,16, df = 21, p
= 0,04) no grupo experimental em relacdo ao grupo controle. Tanto no
desenvolvimento do reflexo de geotaxia (t = 0,42, df = 39, p = 0,69), bem como
no dia de andar adulto, ndo foram observadas diferencas entre os grupos (t
=1,67, df = 29,96, p = 0,11).

Figura 9. Desenvolvimento reflexolégico da prole masculina de ratos dos grupos controle e

experimental.
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Legenda: ratos do grupo controle (em gaiolas com a quantidade padréo de maravalha do ninho)
e do grupo experimental em gaiolas com reducéo da maravalha do ninho). S&o apresentadas as
médias e os respectivos erros-padrdo, bem como os valores individuais. (a) preenséo palmar;
(b) endireitamento postural; (c) geotaxia negativa; e (d) dia de andar adulto. N = 22/23 grupo.
Teste t ndo pareado com correcao de Welch. *p < 0,05, ***p < 0,001. Fonte: Mendes-Lima,
2020.
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A Fig.10 ilustra a atividade geral da prole masculina de ratas dos grupos
controle e experimental. Nao foram observadas diferencas significantes entre os
grupos. Os resultados da andlise estatistica estdo mostrados na Tabela 4.

Um dado interessante foi a variabilidade observada no comportamento
dos animais no campo aberto. Assim, uma andlise de pontos fora da curva
mostrou que, no tempo e frequéncia de centro, os dados de 2 animais do grupo
experimental estavam fora da curva. Nos demais parametros observados no
campo aberto ndo foram identificados pontos fora da curva. Sendo assim,
procedemos em todos os parametros a retirada dos dados de 2 animais do grupo
experimental de forma a manter a coeréncia dos dados. No entanto, mesmo
assim, a andlise estatistica ndo mostrou diferengas entre os grupos em todos 0s

parametros do campo aberto, sendo apresentados todos os dados obtidos na
figura abaixo.

Figura 10. Atividade geral observada em campo aberto da prole masculina de ratos dos grupos
controle e experimental.
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Legenda: ratos do grupo controle (em gaiolas com a quantidade padr&o de maravalha do ninho)
e do grupo experimental (em gaiolas com reducé@o da maravalha do ninho). S&o apresentadas
as médias e os respectivos erros-padrdo, bem como os valores individuais. (a) tempo de
locomocéo; (b) tempo de imobilidade; (c) tempo no centro; (d) cruzamentos no centro; e (e)

frequéncia de levantar. N = 10-11/grupo. Teste t de Student ndo pareado. Fonte: Mendes-Lima,
2020
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Na caixa de transicdo claro/escuro (Fig.11) observou-se, no grupo
experimental, aumento no tempo de permanéncia no compartimento escuro e
reducdo na frequéncia de entradas no compartimento escuro, bem como nas
tentativas de entrar no compartimento claro, quando ao grupo controle. Nao
foram observadas diferencas entre os dois grupos na laténcia para entrada no

compartimento escuro. Os resultados da analise estatistica estdo mostrados na
Tabela 4.

Figura.11. Comportamento em caixa de transicao claro/escuro da prole masculina de ratos dos
grupos controle e experimental.
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Legenda: ratos do grupo controle (ratas com a quantidade padrdo de maravalha do ninho) e do
grupo experimental (ratas com redugdo da maravalha do ninho). S&o apresentadas as médias e
0s respectivos erros-padrdo bem como os valores individuais. (a) laténcia para entrada no lado
escuro; (b) tempo no lado escuro; (c) frequéncia de entradas no lado escuro; e (d) frequéncia de
tentativas de entradas no lado claro. N = 10-12/grupo. Teste t de Student ndo pareado, **p <
0.01, **p < 0,001, ****p < 0,0001. Fonte: Mendes-Lima, 2020
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No teste de natacdo forcada (Fig.12) verificou-se que houve aumento
significante no tempo de flutuacéo e reducao no tempo de escalada dos animais
do grupo experimental em relacdo aqueles do grupo controle. Nao foram
observadas diferencas significantes entre os grupos na laténcia para flutuar e na
frequéncia de mergulhos. Os resultados da analise estatistica estdo mostrados
na Tabela 4.

Fig.12.Comportamento da prole no teste de natacao forcada.
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Legenda: ratos do grupo controle (gaiolas com a quantidade padrao de maravalha do ninho) e
do grupo experimental (gaiolas com reducdo da maravalha do ninho) Sao apresentadas as
médias e 0s respectivos erros-padrao, bem como os valores individuais. (a) laténcia para flutuar;
(b) tempo de flutuacao; (c) tempo de escalada; e (d) frequéncia de mergulhos. N =10-11/grupo.
Teste t ndo pareado, *p < 0.05, ***p < 0,001. Fonte: Mendes-Lima, 2020




No comportamento social (Fig.13) néao
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foram observadas diferencas

significantes entre os parametros dos grupos experimental e controle. Os

resultados da analise estatistica estdo mostrados na Tabela 4.

Figura 13. Comportamento social da prole masculina de ratas dos grupos controle e

experimental.
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Legenda: ratos do grupo controle (gaiolas com a quantidade padrdo de maravalha do ninho) e

do grupo experimental gaiolas com reducdo da maravalha do ninho). Sdo apresentadas as

médias e os respectivos erros-padrdo, bem como os dados

individuais. (a) tempo de exploracéo;

(b) tempo de perseguir; e (c) frequéncia de pinning. N =7/grupo. Teste t ndo pareado. Fonte:

Mendes-Lima.
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Tabela 4. Resultados da analise estatistica dos comportamentos na idade juvenil. Teste t de
Student.

Atividade geral em campo

aberto
Locomocao (min)  Imobilidade (min)  Tempo ne centro  N° de Frequéncia de
(min) cruzamentos no levantar
centro
t 0,60 0,53 0,34 0,99 0,39
df 19 20 20 20 20
p 0,55 0,60 0,74 0,33 0,70
Natacédo forgcada
Laténcia para Tempo de Tempo de Frequéncia de
flutuar (seq) flutuacéo (seq) escalada(seq) mergulhos*
t 0,94 2,18 4,87 0,84
df 19 20 20 11,32
p 0,36 0,04 <0,0001 0,41

Caixa de transicéo
claro/escuro

Laténcia para Tempo no Frequéncia de Freg.. tentativas
compartimento compartimento entradas no de entradas no
escuro (seq) escuro (seg) compartimento compartimento
escuro claro
t 0,07 3,33 2,89 2,74
df 20 20 20 20
p 0,94 0,003 0,009 0,01
Comportamento social
Tempo de Tempo de Frequéncia de
Exploracdo (min) perseguir (min) Pinning
t 0,16 0,35 1,11
df 12 12 12
p 0,87 0,73 0,29

e Teste t com corre¢do de Welch. Df- graus de liberdade; p= valores da probabilidade.

Fonte: Mendes -lima, 2020
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A fig. 14 llustra os niveis de corticosterona da prole de ratos do grupo
controle e experimental. O teste U de Mann-Whitney mostrou que os niveis de
corticosterona séricos dos animais do grupo experimental forma menores do que

daqueles do grupo controle (U < 0,0001).

Fig. 14. Niveis de corticosterona sérica da prole de ratas dos grupos controle e experimental.
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Legenda: ratas do grupo controle (ratas com a quantidade padrao de maravalha do ninho) e do
grupo experimental (ratas com reducao da maravalha do ninho). Teste U de Mann-Whitney. S&o
apresentadas as medianas e respectivos limites bem como os valores individuais. ****p< 0,0001.
Fonte: Mendes-Lima, 2020



50

5. DISCUSSAO

O modelo de LCN foi estabelecido uma vez que recapitula elementos das
condi¢cbes poOs-natais humanas em que a mae esta presente, mas fornece
cuidados maternais reduzidos a prole em um ambiente empobrecido (149) (150).
Neste modelo, observou-se que a limitagdo das maes em construir um ninho
para seus filhotes levou a um repertorio anormal de comportamentos nutricionais
(129), possivelmente como resultado do estresse cronico e da leve ansiedade
das maes (150). Assim, é relatado que o prejuizo do comportamento materno
promovido pela LCN produz estresse crbonico nos filhotes, tornando-se
ferramenta util para estudar os mecanismos e as consequéncias da experiéncia
de estresse na primeira infancia da prole (150).

Os presentes resultados mostram que a LCN durante a lactacao reduziu
aviabilidade da prole de ratas, melhorou a qualidade do comportamento materno
no ninho e ndo afetou o comportamento maternal voltado aos filhotes. No
entanto, as fémeas lactantes apresentaram aumento tanto na frequéncia como
no tempo total de auto-grooming, sendo que sua atividade geral observada em
campo aberto néo foi modificada

Os presentes resultados mostram que os escores da méae em relacao ao
ninho aumentaram no grupo experimental durante toda a lactacéo e, por meio
da observacgéo direta, notou-se que as fémeas acumulavam toda a maravalha
sobre os filhotes, provavelmente para manter a temperatura deles. No entanto,
com a progresséao da lactacéo, notou-se que, embora os escores das méaes do
ninho fossem altos, as fémeas deixavam de cuidar de alguns filhotes e, com isto,
estes nao sobreviveram.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas significantes entre os
grupos controle e experimental no comportamento maternal voltado aos filhotes,
mostrando que, apesar da reducdo das condicbes do ambiente na gaiola, as
fémeas cuidaram apropriadamente da prole. Os resultados concordam ainda
com a auséncia de modificacdes no comportamento maternal das ratas do grupo
experimental, e com o fato de que n&o houve alteragdes no peso dos animais
durante a lactacdo: somente foi observada reducédo no peso corporal apds o
desmame, mostrando que as fémeas amamentaram sua prole de maneira a

prover seu desenvolvimento ponderal normal. No entanto, as ratas do grupo
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experimental apresentaram maior frequéncia e tempo de auto-grooming, além
de aumento dos niveis séricos de corticosterona.

MOUSSAQUI et al. ((129) apresentaram resultados similares em que a
exposicdo a LCN do DPN2 ao DPN10 aumentou o tempo gasto na construcao
do ninho e o tempo que os filhotes ficaram no ninho e do auto-grooming das
maes. Por outro lado, Ivy et. al (150) observaram que a exposicdo a LCN do
DPN2 ao DPN 9 modificou tanto a quantidade como a qualidade do cuidado
maternal, sendo sua prole profundamente influenciada pela restricdo da
maravalha. Assim, ocorreu reducdo significante no lamber/limpar os filhotes
pelas maes e menor frequéncia em recolher os filhotes. Estas ratas
apresentaram aumento da ansiedade em campo aberto, além de maiores niveis
de corticosterona plasmatica e do peso das adrenais materna, sugerindo
estresse cronico materno. Estas diferencas entre os presentes resultados e 0s
destes autores, provavelmente, devem-se aos periodos de exposi¢cdo a LCN,
uma vez que, No N0Sso experimento, ele foi feito durante toda a lactacéo e destes
autores até o DPNO9.

As fémeas submetidas a LCN apresentaram aumento do auto-grooming.
Uma vez que o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal modula a expressédo do auto-
grooming, em especial pelos horménios relacionados ao estresse e, que se
verificou aumento dos niveis de corticosterona materno, no presente trabalho
pode-se inferir que as fémeas do grupo experimental, devido a LCN, estivessem
sob estresse. Portanto, no presente trabalho, a prole das ratas submetidas a
LCN estava sob uma condi¢éo de estresse pos-natal.

A observacéo dos parametros do desenvolvimento da prole mostrou que
a LCN promoveu alteracfes tanto nos dias de ocorréncia dos parametros fisicos
como de reflexos. Assim, nos parametros de desenvolvimento fisico houve
adiantamento no dia de erupcédo dos dentes incisivos e retardo nos dias de
aparecimento de pelos e descida dos testiculos.

Stanley Cohen e seu grupo, na década de 1960, identificaram um
componente ativo na glandula submandibular de camundongos machos, o fator
de crescimento epidérmico (EGF) que, aos ser injetado em filhotes de
camundongos, produzia adiantamento da abertura dos olhos e da erupcéo dos
dentes incisivos (151). Posteriormente, o EGF foi identificado em outros tecidos

(glandulas de Brune do duodeno e nos tubulos contorcidos distais do rim) e em
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fluidos corporais (saliva, liquido amniético e leite). Nos dentes incisivos e molares
de camundongos também foi detectada a presenca de EGF expressa na papila
dental e células epiteliais dos 6rgaos do esmalte no 17° dia da gestacao, que
corresponde ao estagio pré-eruptivo (152).

O EGF, por meio de seu receptor, estimula a proliferacdo de células
epiteliais e mesenquimais e a diferenciacéo celular in vivo e in vitro ((153). Além
disto, o EGF afeta as funcdes celulares, como a sintese de macromoléculas e a
reabsorcdo 6ssea (154) (155). Um dado intrigante acerca dos efeitos em tecidos
e células que apresentam reducdo da atividade do receptor de EGF é que a
resposta eliciada por varios tratamentos sdo muito similares ao excesso de EGF
(156) (157) (158).

Calamandrei e Alleva, em 1989 (159) estudaram as propriedades do fator
de crescimento EGF comparados ao fator de crescimento nervoso (NGF) no
desenvolvimento neonatal de camundongos. Os autores verificaram que a
administracdo do EGF acelerava o desenvolvimento da abertura dos olhos e da
erupcao dos dentes incisivos. O EGF é produzido localmente na hipofise anterior
e hipotalamo e estimularia estas areas in vivo e in vitro (160) (161) (162).
Aumento dos niveis de corticosterona, por feedback, reduzem a producao
hipofisaria do EGF na dependéncia do tipo de estresse (163). Um fato importante
neste trabalho é que o EGF, bem como outros fatores bioativos (164) sdo
liberados pelo leite materno (165). Uma vez que as fémeas do grupo
experimental submetidas a LCN apresentaram aumento dos niveis de
corticosterona, é possivel sugerir que o adiantamento do dia da erupcdo dos
dentes incisivos e retardo no desenvolvimento de pelos possam ser resultado
tanto da reducédo quanto do aumento no leite materno dos niveis de EGF. Para
confirmar esta hipotese serdo necessarios estudos complementares.

A descida dos testiculos depende de fatores hormonais e de fatores do
crescimento, em particular do EGF. J4& foram sugeridos varios fatores na
modulacdo da descida dos testiculos como, por exemplo, o EGF, calcitonina, o
gene relacionado a peptideos (CGRP), o gene Hoxa-10 e hormonios,
especialmente andrégenos, e o fator 3- de insulina (166).

O estresse materno pré-natal retarda a descida dos testiculos associado
a reducédo dos niveis de testosterona (167) (168) (169). Ainda, a administracao

na lactacdo de dexametasona retarda a puberdade e prejudica as funcdes
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reprodutivas por alterar a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal (HPG),
reduzindo os niveis séricos dos hormdnios luteinizante (LH) e foliculo
estimulante (FSH) (170).

Alteracdes no EGF materno podem estar também envolvidas com o
retardo da descida dos testiculos e desenvolvimento do epididimo (171) e
revertem os efeitos de anti-andrégenos (172).

Os presentes resultados mostrando retardo no dia de descida dos
testiculos dos ratos do grupo experimental sugerem que o0 estresse materno
induzido pela LCN possa ter reduzido tanto fatores hormonais como o EGF.
Ainda, reforga a premissa de que o adiantamento do dia de erupcao dos dentes
incisivos e o retardo do dia de desenvolvimento dos pelos possam também ser
consequéncia da reducdo do EGF no leite materno induzido pelo estresse pos-
natal.

Para avaliacdo adequada da interferéncia de fatores exdgenos no
desenvolvimento, além dos aspectos fisicos, devem ser consideradas possiveis
alteracdes fisiolégicas em um sistema especifico, ou em um organismo como um
todo. Desse modo, o tempo de aparecimento das respostas reflexologicas € um
parametro empregado para detectar os efeitos de fatores ambientais na
maturagéo do sistema nervoso (173).

Na andlise do desenvolvimento dos reflexos, os filhotes de mées
submetidas a LCN mostram atraso no teste de preensdo palmar quando
comparados aqueles do grupo controle. Este reflexo corresponde ao observado
em humanos, denominado Reflexo de Babinsky, ou sinal de Babinsky, um reflexo
primitivo utilizado para a deteccdo precoce de bebés humanos com
anormalidades no neurodesenvolvimento. Este reflexo € considerado um sinal
indicativo de encefalopatia grave quando esta presente ap0s o0 sexto més de vida
de um bebé, quando ha ainda oponéncia de polegar ou ainda se esta ausente
desde o nascimento (174). Este reflexo ocorre em recém-nascidos e lactentes
prematuros devido ao controle insuficiente do mecanismo espinhal pelo cérebro
imaturo, mas os reflexos gradualmente desaparecem com a idade devido ao
aumento da inibicdo que acompanha o cérebro maturacdo (175). Portanto, os
presentes resultados mostrando retardo do reflexo de preensédo palmar dos
filnotes do grupo experimental sugere que a LCN promoveu retardo na

maturacao cerebral destes animais.
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Observou-se, ainda, adiantamento do reflexo de endireitamento dos
filnotes do grupo experimental. O reflexo de endireitamento, conhecido como
reflexo de endireitamento labirintico, € um reflexo que corrige a orientacdo do
corpo quando ndo esta na sua posicao vertical normal. O sistema vestibular €
responsavel pela deteccdo quando o corpo ndo esta ereto e faz com que a
cabeca volte a se posicionar a medida que o resto do corpo o segue. O reflexo
usa uma combinacdo de entradas do sistema visual, entradas vestibulares e
entradas somatossensoriais para fazer ajustes posturais quando o corpo se
desloca de sua posicdo vertical normal. Além disto, Secher et al. (176)
descrevem que este teste é importante para avaliar a capacidade sensorio-
motora-cerebelar e o adiantamento, aqui observado, pode indicar um maturacéo
mais rapida desse 6rgéao.

H& ainda evidéncias de que o cerebelo esta envolvido na cognicdo e
emocao. Neste sentido, Miki et al.((177) mostraram que a privagdo materna
repetida, um potente estressor para ratos recém-nascidos antes do desmame,
produziu na prole aumento transitério do sistema neurotréfico e a expressao de
moléculas associadas a mielina no cerebelo. Estas alterac6es poderiam levar a
mielinizacdo precoce com consequentes déficits funcionais e cognitivos em
periodos mais tardios da vida do animal. E, pois, possivel, que os animais do
grupo experimental possam ter dificuldades em termos de ajustes posturais e
cognitivos, sendo necessarios estudos complementares para investigar este
aspecto.

A atividade geral observada em campo aberto ndo foi modificada pela
exposicdo a LCN durante a lactacao. Este modelo foi inicialmente desenvolvido
para a avaliacdo da emocionalidade por Calvin Hall, em 1934, frente a um
ambiente novo(178). A exposicdo ao campo aberto para medida de
emocionalidade é feita em condi¢des de alta intensidade de luz e, por vezes, de
altos niveis de som tendo, portanto, conotacdes aversivas. Modificacbes na
contingéncia experimental foram propostas, em 1981, por Bernardi e
colaboradores (179), retirando-se o estimulo sonoro e reduzindo a luminosidade
ambiental, fato que permitiu que o0s ratos emitissem comportamento
exploratorio/motor em detrimento aqueles de natureza emocional. Desta forma,
os filhotes das ratas que foram observados neste aparelho, nesta Ultima

condicao, passaram a expressar outros tipos de comportamento, quais sejam, 0
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exploratorio e o motor (179) (180). Desta forma, pode-se inferir que, quando da
exposicdo durante a lactacdo, a LCN ndo modificou a atividade exploratoria/
motora dos animais, 0 que corrobora com a auséncia de alteracdes no dia de
andar adulto. No entanto, foi observada alta variabilidade nos resultados
referentes ao tempo e a frequéncia de centro, parametros relacionados a
ansiedade. E possivel que os animais cujos valores estavam fora da curva
apresentassem sensibilidade diferenciada as condi¢cdes em que foram cuidados.

Os resultados no teste de transicdo em caixa claro/escuro revelaram que
a exposicao a LCN durante a lactacdo promoveu comportamento tipo-ansiedade
nos animais do grupo experimental. De fato, esses animais ficaram mais tempo
no compartimento escuro da caixa e, em consequéncia, entraram menos neste
compartimento. Ainda, observou-se menor nimero de tentativas de entrar no
compartimento claro. Este cenario reflete a ocorréncia de comportamento tipo-
ansioso nos animais do grupo experimental.

No teste de natacéo forcada, o tempo de flutuacéo corresponde ao tempo
de duracdo de imobilidade dos animais, sendo esse parametro denominado de
behavioral despair, ou desespero comportamental, e pode ser considerado como
uma resposta depressiva a impossibilidade de escapar (181). Neste sentido, a
administracado de antidepressivos reduz a laténcia para flutuar, bem como o
tempo de flutuagdo (182). Os ratos do grupo experimental apresentaram maior
tempo de flutuacdo e reducdo no tempo de escalada em relacdo aqueles do
grupo controle. Desta forma, a exposicdo a LCN durante a lactacdo promoveu
comportamento tipo-depressivo nos animais do grupo experimental.

E amplamente conhecido que as caracteristicas fisioldgicas e
comportamentais de um individuo sado determinadas por interagcdes complexas
entre seus genes (‘nature") e suas experiéncias/ambiente ("nurture"). O periodo
perinatal, infancia e puberdade sdo periodos de grande neuroplasticidade e,
portanto, o cérebro € particularmente sensivel a remodelacdo por fatores
ambientais (58). A exposicdo a adversidades como estresse ou privacao
materna no inicio da vida pode “programar" ou "imprimir" alteracbes
neuroenddcrinas persistentes, alteracdes comportamentais e metabdlicas (183)
(184)(185). Esta programacéo pode ser considerada adaptativa, permitindo que

um organismo se adapte e lide com condi¢Bes desfavoraveis (186) (58).
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Neste trabalho, é importante lembrar que o rato nasce imaturo quando
comparado ao ser humano, particularmente com relacdo ao sistema nervoso
central, cuja maturacédo ocorre pds-natalmente (187)(188). Portanto, a exposicao
ao estresse materno poés-natal a LCN, neste trabalho, pode ter alterado a
programacao perinatal do desenvolvimento do sistema nervoso central e levado
aos prejuizos comportamentais observados.

Embora ndo se tenha observado altera¢cdes no cuidado materno com a
exposicdo a LCN, como ja discutido, as fémeas apresentaram sinais de aumento
de estresse. Neste sentido, a presenca da mée durante o periodo pés-natal é
crucial para manter a atividade normal do eixo hipotalamo-hipéfise adrenal (eixo
HPA) (189) (190). Em geral, a presenca da mae resulta em menores niveis de
atividade do eixo HPA de sua descendéncia (191) (192) (193).

Durante as primeiras 2 semanas de vida, os filhotes apresentam reducao
da reatividade do eixo HPA em resposta a estressores, denominado periodo
hiporresponsivo ao estresse (194). Ambientes desfavoraveis na primeira infancia
neste periodo, por exemplo quando separados os filhotes de suas maes,
promovem consequéncias neuroenddécrinas e comportamentais duradouras
similares aquelas observadas na prole exposta ao estresse pré-natal (195) (196).

Assim, roedores expostos tanto pré como pos-natalmente ao estresse por
privacdo materna mostraram aumento de respostas neuroenddécrinas ao
estresse, aumento dos niveis de ansiedade e comportamentos tipo depressivo
(58). Ainda, Machado et al. (197) observaram que a LCN entre os dias 2 e 9 da
lactagéo promoveu aumento da comportamento tipo ansiedade na idade adulta.
Os presentes resultados corroboram com estes achados, porém, mostram que
tanto o aumento da ansiedade como do comportamento tipo depressivo ja
ocorrem em periodo muito mais precoce da vida dos animais, ou seja, aos 31
dias de idade.

Por outro lado, os niveis de corticosterona sérica dos animais do grupo
experimental foram menores de forma significante quando comparados aos
daqueles do grupo controle.

Estes ultimos resultados podem ser atribuidos ao fato de que os filhotes
do grupo experimental seriam resilientes em suas respostas ao estresse quando
comparados ao grupo controle. Segundo Muresan;Georgescu(198) resiliéncia

seria um processo de boa adaptacdo em face de adversidades, traumas,
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tragédias, ameacas ou motivos significativos de estresse. Pessoas resilientes
apresentam respostas adaptativas aos agentes estressores e, dificilmente,
desenvolvem doencas associadas ao estresse cronico. Os fatores determinantes
para a expressao da resiliéncia ao estresse sao, na atualidade, foco de interesse
da literatura, pois significam um efeito protetor e de estratégia eficiente de
enfrentamento do estresse (199). Uma resposta apropriada ao estresse envolve
a coordenacao da atividade do sistema nervoso autdbnomo e do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, bem como dos circuitos neurais no hipotalamo, tronco cerebral
e cérebro anterior que controlam sua atividade (200).Transtornos relacionados
ao estresse e reatividade/respostas de resiliéncia podem ser consideradas
produtos da atividade coordenada do cérebro e inUmeros sistemas corporais
(201).

Estudos em animais investigando o mecanismo e os fundamentos da
resiliéncia relacionados ao eixo hipotdlamo-hipoéfise-adrenal tém focado em
modelos de estresse no desenvolvimento (202) (203).

O eixo HPA passa por grandes mudancas na sua capacidade secretora e
ativacao por estressores durante toda a vida util de muitas espécies animais. Em
ratos e camundongos, a maturacéo do eixo HPA e a concluséo do processo de
maturacdo do eixo HPA em ratos e camundongos ocorrem durante o periodo
pos-natal (204). A exposicdo ao estresse durante a lactacdo pode, entdo, ter
interferido com esta maturacdo ((205), desregulando o eixo HPA. Assim, 0s
filhotes de ratas expostas a LCN podem ter se tornado resilientes ao estresse
durante a lactagéo.

A depressédo e ansiedade sao comorbidades que ocorrem em 25% de
pacientes com depressao (206). Em ratos também sdo observadas estas
comorbidades (207). E bastante frequente que, em modelos animais de
depresséo, ocorram também ansiedade e aumento dos niveis de corticosterona
(208) (209)(210) (211).

No presente trabalho, foi observado que a exposi¢cdo a LCN da prole de
ratas promove comportamento tipo-depressivo e aumento do comportamento
tipo- ansiedade, porém os niveis de corticosterona sérica mostram-se reduzidos.

A depressdo e ansiedade sdo doencas produzidas por diferentes

alteragbes no sistema nervoso central, em particular na serotonina. Esse
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neurotransmissor é reduzido tanto na depressdo como na ansiedade (212) (213)
(214).

Embora no presente trabalho ndo tenham sido avaliados os niveis de
neurotransmissores centrais, em particular da serotonina em areas relacionadas
ao estresse e depressédo, pode-se especular que a exposicdo a LCN possa ter
reduzido os niveis de serotonina nos animais do grupo experimental. Essas
reducdes podem ter resultado em comportamentos tipo-depressivo e aumento
do tipo ansiedade, independentemente dos niveis de corticosterona. Por ser
essa hipotese apenas especulativa, serdo necessarios experimentos adicionais

para confirma-la.
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6.CONSIDERACOES FINAIS

Concluindo, os presentes resultados revelaram que fémeas lactantes
submetidas a LCN apresentaram melhores escores de qualidade do ninho,
nenhuma modificacdo no comportamento maternal voltado aos filhotes, porém
aumento no grooming, o qual foi interpretado como consequéncia de estresse
maternal e correlacionado com aumento dos niveis séricos de corticosterona.
Ainda, foi verificada menor porcentagem de sobrevivéncia da prole expostas a
LCN. A prole masculina de ratos submetida a LCN apresentou prejuizos no
desenvolvimento fisico e de reflexos, sugerindo interferéncia com fatores de
crescimento. Na idade juvenil, a prole masculina de ratas expostas a LCN
apresentou menor peso corporal, refletindo menor desenvolvimento fisico,
comportamento tipo-ansiedade e tipo-depressivo, bem como reducéo dos niveis
séricos de corticosterona. Diante destes dados, propde-se que a LCN promoveu
estresse materno, o qual produziu prejuizos na programacdo perinatal do
desenvolvimento da prole e, em periodo precoce da vida desta prole, aumento
de comportamento tipo-ansiedade e de comportamento tipo-depressivo e

resiliéncia ao estresse.
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