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RESUMO

As duas primeiras semanas de vida em ratos sdo criticas para o desenvolvimento, pois
os animais sdo suscetiveis a influéncias ambientais. Diversos pardmetros neuroenddcrinos e
comportamentais podem ser influenciados, a curto e a longo prazo, pelas interagdes com a
mae, assim como por estressores. Entre esses estressores, um ambiente precoce socialmente
aversivo pode alterar os comportamentos sociais, a ansiedade e as respostas neuroendocrinas
ao estresse em adultos. O foco deste trabalho foi investigar o impacto do paradigma de
provocagdo social na diade mae-filhote sobre os comportamentos sociais ¢ as respostas
hormonais da prole em trés idades. A provocacdo social foi realizada nos dias pds-natais (PP)
2 e 5. O comportamento maternal das lactantes foi registrado em PP3, 4, e 6. Os filhotes
foram submetidos ao teste de preferéncia olfatéria em PP7, o comportamento de brincadeira
em juvenis foi registrado em PP30 e os ratos adultos (a partir de PP80) foram submetidos aos
testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e interacdo social. Os adultos também
foram expostos ao estresse por conten¢do (PP90). Os resultados mostraram que a intervencao
aumentou a presenga das maes no ninho. A intervencao reduziu o tempo gasto pelos filhotes
no lado da maravalha do ninho, reduziu os niveis plasmaticos de ocitocina e prolactina,
porém, aumentou os niveis de arginina-vasopressina. Nos juvenis, a intervencao reduziu a
brincadeira de luta e os niveis plasmaticos de arginina-vasopressina. Nos adultos, a
intervengdo ndo levou a alteragdes na ansiedade e nas respostas hormonais ao estresse, porém,
reduziu a laténcia para os comportamentos agressivos € os niveis plasmaticos basais de
ocitocina. Conforme observado nas lactantes e nos neonatos, a provocacao social levou a uma
alteracdo da relagdo mae-filhote, afetando, também, hormdnios relacionados ao
comportamento afiliativo em neonatos. Da mesma forma, a redugdo da brincadeira de luta em
juvenis expostos a intervenc¢do neonatal pode ter ocorrido devido a alteragdo da arginina-
vasopressina, hormonio envolvido nesse comportamento. Apesar da interven¢do ndo ter
alterado a ansiedade e as respostas hormonais ao estresse em adultos, afetou de maneira
especifica o comportamento agressivo, reduzindo a sua laténcia. Este achado pode ser
relacionado a ocitocina diminuida, conhecida por ter efeitos antiagressivos. Logo, sugerimos
que a provocacdo social altere, tanto de forma precoce quanto duradoura, os comportamentos

sociais, assim como os hormoénios responsaveis pela modulagdo desses parametros.

Palavras-chave: provocacdo social; intervencdo neonatal; relacdo mae-filhote; juvenil;

adulto; comportamento social; ocitocina; arginina-vasopressina; prolactina; corticosterona.
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ABSTRACT

The first two weeks of life in rats are critical for development because the animals are
susceptible to environmental influences. A variety of neuroendocrine and behavioral
parameters may be influenced in a short or long lasting way by the interactions with the
mother as well as by stressors. Among these stressors, a socially aversive environment may
alter social behaviors, anxiety and neuroendocrine responses to stress in adult subjects. The
focus of this work was to investigate the impact of the social instigation paradigm on mother-
litter dyad over social behaviors and hormonal responses in rats at 3 ages. Social instigation
was carried out at postpartum days (PP) 2 and 5. Maternal behavior from lactating rats was
registered at PP3, 4 and 6. Pups were submitted to the nest odor preference test at PP7, play
behavior was registered in juveniles at PP30, and adult rats (starting at PP80) were submitted
to the open field, elevated plus maze and social interaction tests. Adult rats were also
submitted to restraint stress. Results show that the intervention increased presence in nest of
lactating rats. The intervention reduced time spent on nest bedding side in pups, decreased
oxytocin and prolactin plasma levels, however, increased arginine-vasopressin levels.
Juveniles submitted to the neonatal intervention had reduced play-fighting frequencies and
arginine-vasopressin levels. In adults, the intervention has not altered anxiety and hormonal
responses to stress, however, it decreased the latency for aggressive behaviors, as well as
oxytocin basal levels. According to the outcomes observed in lactating rats and pups, social
instigation altered mother-infant relationship, as well as levels of hormones involved in
affiliative behavior in neonatal rats. Similarly, the reduced play-fighting in juveniles exposed
to the intervention may be related to the decreased arginine-vasopressin levels, which is a
hormone involved in such behavior. In spite of the intervention having not altered the anxiety
and hormonal responses to stress in adult rats, it altered in a specific manner the aggressive
behavior, reducing its latency. This finding may be related to the decreased oxytocin levels,
which is a hormone known to have antiaggressive effects. Thus, we suggest that social
instigation impairs early to late social behaviors, as well as the hormones responsible for the

modulation of such parameters.

Keywords: social instigation; neonatal intervention; mother-infant relationship; juvenile;

adult; social behavior; oxytocin; arginine-vasopresin; prolactin; corticosterone.
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1. Introducao

A formagdo e a manuten¢do das relagdes sociais sdo processos complexos que
envolvem varios niveis de processamento de informagdo no encéfalo. Primeiro, o organismo
deve ter motivagdo para se aproximar e interagir com outro individuo. Entdo, o animal deve
ser capaz de identificar o individuo baseado em dicas sociais por meio da formacdo de
memorias sociais (LIM & YOUNG, 2006). A habilidade de distinguir/reconhecer um
individuo familiar dos ndo-familiares, incluindo o reconhecimento entre mae e prole, entre
parceiros e entre um individuo subordinado e um dominante em uma hierarquia, ¢ a base para
as relacdes sociais em todas as espécies (BIELSKY & YOUNG, 2004; FERGUSON et al.,
2002). Finalmente, dadas as condi¢des apropriadas, um vinculo pode ser formado, levando a
uma interagdo preferencial com aquele individuo (LIM & YOUNG, 2006). Os vinculos
sociais podem se formar entre pais e filhotes, entre dois adultos ou entre outros membros do
grupo, sendo adaptativo para a sobrevivéncia da espécie (CARTER & KEVERNE, 2002;
INSEL & WINSLOW et al., 1998). Entre os mamiferos, existem espécies que vivem em
diversos graus de sociabilidade, desde solitarios até altamente sociais, como ratos,
chimpanzés e humanos. Devido a caracteristica humana de pertencer ao grupo de alta
sociabilidade, torna-se relevante estudar os mecanismos associados as relagdes sociais
(CHOLERIS et al., 2004).

Apesar de diferentes moléculas mediadoras estarem envolvidas nos comportamentos
sociais, os hormoénios ocitocina (OT) e arginina-vasopressina (AVP) desempenham papéis-
chave nesses comportamentos (HEINRICHS & DOMES, 2008; NEUMANN &
LANDGRAF, 2012; VEENEMA, 2012). A OT e a AVP, as quais sdo sintetizadas nos nucleos
hipotaldmicos paraventricular (PVN) e supradptico (SON), sdo liberadas ndo apenas na
circulagdo sistémica pela neuro-hipofise, mas também centralmente para agirem em seus

proprios receptores (OT-R e, principalmente, Vi5-R) amplamente expressos no sistema



nervoso central (SNC) (BARBERIS & TRIBOLLET, 1996; GIMPL & FAHRENHOLZ,
2001). Além do PVN e do SON, a OT e a AVP também sao sintetizadas por outros neurénios
hipotalamicos e extra-hipotalamicos, o0s quais liberam esses neuropeptideos
independentemente no encéfalo para modular uma sériec de comportamentos sociais (DE
VRIES & BUIJIS, 1983; LANDGRAF, 1995; YOUNG, 1999). Estudos em roedores tém
revelado a importancia da OT, AVP e dos seus respectivos receptores desde a relagdo mae-
filhote até comportamentos afiliativos e agonisticos entre individuos juvenis e adultos
(BREDEWOLD et al., 2014; LIM & YOUNG, 2006; NEUMANN & LANDGRAF, 2012).
Uma vez que a OT e a AVP modulam as emogoes e as interagdes sociais, propoe-se que um
desequilibrio nesses neuropeptideos possa contribuir para as disfungdes sociais presentes em
diversas psicopatologias, tais como depressao, ansiedade social e esquizofrenia (NEUMANN
& LANDGRAF, 2012). Ademais, deficiéncias nos sistemas ocitocinérgico e
vasopressinérgico tém sido correlacionadas com déficits sociais observados em transtornos
particulares, tais como nos transtornos do espectro autista (LUKAS & NEUMANN, 2013;
YRIGOLLEN et al., 2008). Além da participagd@o nos comportamentos sociais, a OT e a AVP
também estdo envolvidas nas respostas ao estresse (ENGELMANN et al, 2004;

JORGENSEN et al., 2002; NEUMANN et al., 2000).

1.1 Estresse e Respostas Hormonais

Estresse ¢ definido como uma ruptura na homeostase (ELENKOV & CHROUSOS,
2006; JOELS & BARAM, 2009). O animal, quando submetido a um ou mais eventos
estressores, desencadeia uma série de mecanismos adaptativos que visam proteger o

organismo e restaurar a homeostase, com mudangas tanto no sistema autondmico, quanto

neuroenddcrino (BOMHOLT et al., 2004).



No estresse, o sistema autondmico simpatico promove liberacdo de adrenalina pela
medula adrenal e o sistema neuroendécrino promove liberagdo de glicocorticoides pelo cortex
adrenal (McEWEN, 2002; TSIGOS & CHROUSOS, 2002). A ativacdo aguda desses sistemas
¢ adaptativa, promovendo uma maior disponibilidade de energia e aporte sanguineo aos
orgios-alvo (TSIGOS & CHROUSOS, 2002). Contudo, uma exposi¢do prolongada aos
glicocorticoides, causada pela ativacdo cronica desses sistemas, pode ter efeitos deletérios ao
organismo (DALLMAN et al., 2004; MILLER & O’CALLAGHAN, 2002).

Uma resposta neuroenddcrina tipica ao estresse envolve, inicialmente, ativagdo do
PVN, onde o hormoénio liberador da corticotropina (CRH) ¢é sintetizado. Os axo6nios dos
neurdénios PVN projetam-se para a zona externa da eminéncia média do hipotalamo, liberando
este peptideo no sistema porta-hipofisario — uma estrutura vascular especializada conectada a
hipofise. A ativacdo do PVN promove a sintese e a liberacdo de diversos outros peptideos
derivados de um precursor comum: a pro-opiomelanocortina. Entre esses peptideos estd o
horménio adrenocorticotropico (ACTH), o qual ativa a producdo e liberagdo de
glicocorticoides pelo cortex da adrenal (ELENKOV & CHROUSOS, 2006; HERMAN et al.,
2012; PAPADIMITRIOU & PRIFTIS, 2009; SAPOLSKY et al., 2000).

Os hormonios glicocorticoides sdo os efetores finais do eixo Hipotalamo-Hipofise-
Adrenal (HHA), culminando com a liberacao lenta e persistente de corticosterona (CORT) em
ratos e de cortisol em humanos (HERMAN et al., 2012). Minutos ap6s o inicio da exposi¢do
do animal ao estressor hd um aumento dos niveis de glicocorticoides plasmaticos, atingindo
seu pico entre 30 e 60 minutos (SAPOLSKY et al, 2000). Os glicocorticoides tém um papel
regulador-chave no controle neuroendocrino do eixo HHA no término da resposta ao estresse,
ao exercer retroalimentacdo negativa sobre receptores no hipotalamo, na hipofise e em

estruturas do sistema limbico, como hipocampo e amigdala (HERMAN et al, 2012;



ELENKOV & CHROUSOS, 2006; JOELS & BARAM, 2009; CARRASCO & VAN DE
KAR, 2003).

A OT também ¢ considerada um hormonio do estresse, pois varios estressores que
estimulam o eixo HHA promovem a secrecdo de OT, ndo apenas na circulagdo sanguinea,
mas também no encéfalo de machos e fémeas (NEUMANN et al., 2000). Contudo, a liberagdo
de OT tem uma resposta especifica do estressor — ou seja, responde a determinados
estressores ¢ ndo a outros (ENGELMANN et al., 2004; JORGENSEN et al., 2002). Em ratos,
estimulos como contencdo ou imobilizacdo, estressores sociais, como derrota social e
agressdo, choque nas patas, nado for¢cado e medo condicionado, promovem liberagdo central
e/ou periférica de OT (ENGELMANN et al., 2004; JEZOVA et al., 1995; ONAKA, 2004;
ONAKA et al., 2012; SMITH & WANG, 2012). Estudos sugerem que a OT intracerebral
pode estar envolvida no término das respostas ao estresse e/ou em processos adaptativos
quando ha uma exposicdo recorrente ao estressor (SMITH & WANG, 2012; ONAKA et al.,
2012). O efeito inibitorio da OT intracerebral pode ocorrer ndo apenas no PVN, mas também
em regides limbicas como hipocampo, amigdala ¢ septo. Os achados de NEUMANN e
colaboradores (2000), indicam que a OT inibe os neurdnios do PVN que regulam a secre¢do
de ACTH.

Outro neuropeptidio que responde a estimulos estressores ¢ a AVP. Juntamente com o
CRH do PVN, a AVP potencializa a liberacdo de ACTH nas células corticotroficas da adeno-
hipéfise (PAPADIMITRIOU & PRIFTIS, 2009; SCOTT & DINAN, 1998). Similarmente a
OT, a liberagdo da AVP depende do tipo de estressor (ENGELMANN et al., 2004;
JORGENSEN et al., 2002; SCOTT & DINAN, 1998). Mudangas na osmolaridade plasmatica,
pressdo sanguinea e volume sanguineo elevam a concentracio de AVP. Estressores
envolvendo essas mudangas, tais como hemorragia ou privacao de agua, resultam em niveis

aumentados de AVP (CARRASCO & VAN DE KAR; JEZOVA et al., 1995). Outros



estimulos estressores como hipoglicemia, choque nas patas, nado forcado e derrota social
também s3o reconhecidos por induzirem aumentos na AVP central e/ou plasmatica em
roedores (ENGELMAN et al., 2004). Ademais, esse hormdnio pode apresentar efeitos opostos
aos da OT: enquanto a OT exerce efeitos ansioliticos e antidepressivos, a AVP tende a causar
acoes ansiogénicas e depressivas (NEUMANN & LANDGRAF, 2012).

A prolactina (PRL), um horménio polipeptidico, é principalmente sintetizada pelas
células lactotroficas da adeno-hipofise. Esse hormonio apresenta fungdes diversas, como por
exemplo: regulacdo do comportamento maternal (LARSEN & GRATTAN, 2012);
participacdo na maturacdo do sistema neuroendocrino hipotalamico em neonatos (BOLE-
FEYSOT et al., 1998); envolvimento nas respostas de estresse, trauma e ansiedade (PATIL et
al., 2014). A PRL ¢ aumentada na circulagdo sanguinea por estimulos estressores de
contengdo, estresse térmico, hemorragia e conflito social (CALDEIRA & FRANCI, 2000;
FREEMAN et. al., 2000). Ap6s a exposi¢do a estressores, o pico da concentragdo plasmatica
de PRL ocorre entre 2 a 5 minutos e o retorno as concentragdes basais se da aproximadamente
apos 15 minutos (SEVERINO et al., 2004; WAKABAYASHI et al., 1971). Do mesmo modo
que a OT, a PRL também pode agir como um ansiolitico endégeno, capaz de induzir
supressdo da ansiedade de maneira dependente da dose (DONNER et al., 2007), bem como

resposta a um estresse agudo (TORNER et al., 2001).

1.2 A Influéncia do Ambiente no Desenvolvimento de Neonatos

Filhotes de roedores, durante as duas primeiras semanas pds-natal, mostram respostas
neuroenddcrinas diminuidas ao estresse. Essa fase ¢ conhecida como o periodo
hiporresponsivo ao estresse (LEVINE, 2001; VAZQUEZ, 1998). Esse periodo tem por

caracteristica a reducdo da liberacdo do ACTH e de CORT em resposta a maioria dos



estressores, sensibilidade da adrenal ao ACTH reduzida, assim como mecanismo de
retroalimentagdo negativa aos glicocorticoides exacerbado no hipotdlamo e na hipofise
(SUCHECKI et al., 1995; SILVEIRA et al., 2007). Este estdgio neonatal de
hiporresponsividade do eixo HHA poderia ser considerado um mecanismo adaptativo e
protetor, uma vez que niveis elevados de corticosteroides durante este periodo critico e
anabolico do desenvolvimento tém efeitos profundamente deletérios e catabdlicos que
incluem a inibicdo do crescimento encefalico, da divisdo celular dos neurénios, do
desenvolvimento dos dendritos ¢ do metabolismo neuronal (MEANEY et al., 1985). A
presenga materna também tem um papel importante na regulacdo das respostas ao estresse na
prole, atenuando a ativacdo do eixo HHA (SUCHECKI et al., 1995). A interacdo mae-filhote
regula a retroalimentagdo da resposta ao estresse, assim como inibe as vias neurais
responsaveis pela ativagdo da cascata neuroendocrina necessaria para a liberacdo do ACTH
(VAN OERS et al., 1998).

Apesar dos neonatos serem hiporresponsivos ao estresse, os filhotes podem apresentar
respostas neuroenddcrinas significativas a estressores nessa idade, tais como estresse por frio
e separacdao maternal (HENRIQUES et al., 2014; KUHN et al., 1990; YI & BARAM, 1994).
Interessantemente, a ontogenia das respostas neurais, enddcrinas € comportamentais ao
estresse e medo em filhotes ¢ dependente da idade e do tipo de estressor (WALKER et al.,
1991; WIEDENMAYER & BARR, 2001). Por exemplo, filhotes de ratos apresentam
imobilidade, inibi¢do de vocalizagdes ultrassonicas, secregdo de ACTH aumentada e maior
expressdo de c-fos na amigdala quando expostos a um macho ndo-familiar a partir do 14° dia
de vida, mas ndo antes dessa idade (TAKAHASHI, 1992a,b; WIEDENMAYER & BARR,
2001).

Contudo, as duas primeiras semanas de vida nos roedores sdo criticas para o

desenvolvimento e experiéncias ambientais, como o cuidado maternal e estressores, podem



influenciar de maneira duradoura as respostas comportamentais e neuroendocrinas até a vida
adulta do individuo (LEHMANN & FELDON, 2000; MEERLO et al., 1999; WALKER et
al., 2004). Além disso, sabe-se que o cuidado parental tem um papel importante no
desenvolvimento emocional e cognitivo da prole (KAFFMAN & MEANEY, 2007).

Ao considerar estudos os quais avaliam variagcdes naturais na intensidade do
comportamento maternal em diferentes ratas lactantes, animais adultos que receberam menor
frequéncia de lambidas das maes apresentam aumento da ansiedade, prejuizos em
comportamentos sociais € sexuais e nas respostas ao estresse (BRAKE et al., 2004;
CAMERON et al, 2005; MENARD & HAKVOORT, 2007, STARR-PHILIPS & BEERY,
2014; URIARTE et al., 2007).

Em roedores, modelos experimentais de intervencdo neonatal levam a efeitos
duradouros na prole, os quais variam entre os diferentes protocolos. Por exemplo, animais
adultos que foram submetidos a manipulacdo neonatal apresentam atenuagdo da ansiedade e
das respostas neuroendocrinas ao estresse, prejuizo em comportamentos afiliativos e aumento
da agressividade (MEERLO et al., 1999; PADOIN et al., 2001; TODESCHIN et al., 2009;
SEVERINO et al., 2009). No entanto, ratos que sofreram separacdo maternal apresentam
aumento da ansiedade ¢ da reatividade ao estresse, assim como diminui¢do de
comportamentos afiliativos (DE KLOET et al., 2005; DIEHL et al., em preparagao; LAJUD et
al., 2012).

Em humanos, adversidades ambientais no inicio do desenvolvimento estdo associadas
ao risco aumentado de desenvolver doencas fisicas e transtornos psiquidtricos na vida adulta.
Experiéncias de abuso infantil, negligéncia ou at¢é mesmo de vinculo pobre com seus
provedores, estdo associados com maior risco de apresentar diabete e doenga cardiovascular
(BATTEN et al., 2004; GOODWIN & STEIN, 2004), bem como aumento do risco de

desenvolver ansiedade (PHILLIPS et al., 2005), depressdao (BATTEN et al., 2004; HEIM et



al., 2008), esquizofrenia (READ et al., 2005; RUTTER et al., 2006), dependéncia e abuso de
drogas psicotropicas (DUBE et al., 2003; ANDA et al., 2006). Ao estudar criancas expostas a
um ambiente socialmente aversivo, como no caso da violéncia doméstica, sdo relatados
desenvolvimento de uma série de disfungdes e transtornos, tais como: competéncia social
diminuida, agressividade aumentada e comportamento antissocial (BEDI & GODDARD,
2007; CLEMENTS et al., 2008; EDLESON 1999; ERNST et al., 2008; FANTUZZO &
FUSCO, 2007, HERRENKOHL et al., 2008; HUMPHREYS, 2007; SPILSBURY et al.,

2008).

1.3 Comportamentos Sociais de Neonatos a Adultos

As relagdes entre a ontogenia e a filogenia dos padrdes comportamentais promoveram
o interesse de mais estudos pela psicobiologia do desenvolvimento e pela genética
comportamental. Questdes especificas foram levantadas sobre a ligacdo entre os ajustamentos
sociais de individuos durante a sua vida e modificagdes das espécies em evolucao
(BOWLBY, 1969; WILSON, 1975). Essas questdes tém relevancia em todos os aspectos do
desenvolvimento social, desde as origens do vinculo entre maes e neonatos, até a plasticidade
do comportamento agressivo. Diante de um desafio ambiental severo, adaptacdes naturais no
ritmo do desenvolvimento de componentes neurais e comportamentais podem fornecer a base
para novos padrdes de adaptacdo social (CAIRNS, GARIEPY, HOOD, 1990). Resultados
empiricos sdo consistentes com a visdo de que os comportamentos sociais estdo entre as
primeiras caracteristicas a serem influenciadas pela experiéncia ambiental. As ac¢des sociais
tém propriedades distintas na adaptagdo porque elas organizam o espago entre o organismo e

o ambiente, promovendo novos ajustes rapidos e seletivos (CAIRNS, 1996).
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O estudo experimental dos efeitos das interagdes sociais e eventos estressantes na vida
tém contado principalmente com modelos em roedores (tipicamente envolvendo ratos e
camundongos), embora alguns trabalhos em primatas fornegam suporte adicional aos efeitos
profundos das experiéncias no inicio da vida (HARLOW et al., 1965; SUOMI et al., 1976).
Os efeitos do estresse pré-natal, privagdo ou separagdo maternal, variagdes no cuidado
maternal, enriquecimento ou isolamento social juvenil, assim como estresse social em adultos,
tém sido explorados nesses modelos e sugerem que a qualidade das interagdes sociais ou a
experiéncia do estresse podem induzir efeitos neuroendoécrinos que influenciam o
comportamento social, o sucesso reprodutivo, a habilidade cognitiva e as respostas ao
estresse. Embora esteja claro que durante o desenvolvimento pré-natal e pos-natal precoce ha
um periodo de sensibilidade aumentada a esses efeitos ambientais, pode também haver
plasticidade além da infancia que se estende até a adolescéncia e a vida adulta (GUDSNUK &

CHAMPAGNE, 2012).

1.3.1 Interagcdes Mae-Filhote

Uma forte ligacdo da prole jovem com o provedor € critica para a sobrevivéncia em
espécies cujos filhotes nascem muito imaturos e dependentes, incluindo humanos e roedores
(MCLEAN & HARLEY, 2004; MORICEAU & SULLIVAN, 2005). A relagdo mae-filhote ¢
tipicamente tida como simbiodtica e reciproca, envolvendo a participacdo de ambos
(ALBERTS & GUBERNICK, 1983; WALKER et al., 2004). Quando separados de suas maes,
os filhotes de roedores sinalizam para a mae recolhé-los através de estimulos olfativos, visuais
e auditivos. Apos a mae recolher seus filhotes para o ninho, ela entdo os recobre com o corpo

¢ os lambe (WILKINS et al., 1997). Em roedores, a manutengdo do comportamento maternal
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¢ dependente dos filhotes e ¢ sincronizada pelo desenvolvimento pds-natal deles (MOGI et al.,
2011).

Os estimulos dos filhotes influenciam os mecanismos responsaveis pelo
comportamento maternal. Além disso, o sistema neural envolvendo a OT tem um papel
importante na formagdo do vinculo entre a mae e seus filhotes. Entre esses estimulos, o
contato fisico tem um papel importante na manutencdo do comportamento maternal
estimulando a liberagdo de OT (MOGI et al., 2011). Em roedores, o comportamento de
amamentagdo que ocorre entre a mae e seus filhotes recém-nascidos envolve a participagdo de
ambos (WALKER et al., 2004). Durante a amamentacdo, mae e filho liberam OT endogena,
sendo sugerido que a OT e a PRL do leite materno, juntamente com outras moléculas
bioativas, possam ter efeitos benéficos para o filho (CARTER, 2003; ELLIS et al., 1996). O
ato de lamber da mae € benéfico para ambos, mae e filhote (GUBERNICK & ALBERTS,
1983; MEANEY 2001). Os filhotes sdo participantes ativos na interacdo da lambida, mas os
machos sdo lambidos mais do que as fémeas, talvez porque eles respondem mais rapidamente
a estimulagdo materna do que as fémeas, ou porque eles tém um odor diferente das fémeas
(MOORE & MORELLI, 1979; MOORE & CHADWICK-DIAS, 1986). Ademais, filhotes
que recebem maior frequéncia de lambidas das maes apresentam maiores niveis plasmaticos
de OT (HENRIQUES et al., 2014).

As interagdes do filhote com a mée requerem circuitos de motivagdo ¢ de aproximagéo
social. Em roedores, os sistemas ocitocinérgico e opioidérgico motivam os filhotes para o
contato social com sua mae, possivelmente agindo em circuitos encefalicos de recompensa
(CROMWELL, 2011; MOLES et al., 2004; NAGASAWA et al., 2012; NELSON &
PANKSEPP, 1996, 1998; YOUNG et al., 1997). O sistema neural da OT em filhotes,
regulado pela presenca da mae e por estimulos tateis, esta relacionado ao vinculo nos filhotes

(KOJIMA et al., 2012; KOJIMA & ALBERTS, 2011). Além do sistema ocitocinérgico, o
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sistema neural da AVP também pode estar envolvido na formagao de vinculo nos filhotes. Em
ratos, observa-se que os filhotes, principalmente at¢ o 10° dia pds-parto, apresentam uma
circuitaria neural peculiar, adaptada a desenvolver um forte apego pela mae, ndo importando a
qualidade do cuidado maternal recebido (MORICEAU & SULLIVAN, 2005).

Conforme estudado em humanos, primatas e roedores, o prejuizo do vinculo mae-filho
influencia fortemente a sociabilidade da prole, apesar dos detalhes dos mecanismos
subjacentes ainda ndo serem totalmente compreendidos (BOWLBY, 1958; HARLOW et al.,
1965; MOGTI et al., 2011). Por exemplo, a ansiedade patologica, a forma mais comum de
transtorno de humor pés-parto (MATTHEY et al., 2003; WENZEL et al., 2003), afeta ndo
somente a mae, como também afeta a habilidade dos neonatos em estabelecer vinculo com a
mae, prejudicando substancialmente ambos (MANASSIS et al., 1994). Ademais, maes com
ansiedade elevada acabam gerando uma prole também ansiosa (LARSEN & GRATTAN,
2012). Alguns autores propdem que os efeitos duradouros de intervengdes experimentais no
inicio da vida em roedores, tais como a manipulacdo neonatal e a separacdo maternal, sejam
mediados pela alteragdo da relagdo mae-filhote (DENENBERG, 1999; MACRI et al, 2008;

PRYCE et al., 2001).

1.3.2 Formacao de Vinculo em Neonatos

Bebés recém-nascidos rapidamente aprendem o odor da mae, a voz e o toque durante o
periodo perinatal, desenvolvendo vinculo com a mae (SULLIVAN & TOUBAS, 1998).
Mamiferos altriciais como roedores nascem privados de visdo e audi¢do, permanecendo sem
esses sentidos nas primeiras semanas pos-parto. Nos primeiros dias de vida, o reconhecimento
da mae pelo filhote ocorre pelo aprendizado olfatorio (RAINEKI et al., 2010b). O olfato atua

de maneira critica na mediacdo da interagdo dos filhotes com a mae, incluindo respostas de
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aproximacdo, e organiza o comportamento social da prole. Além de ser atraente para os
filhotes, o odor maternal também garante que eles receberdo alimento, calor e cuidado. Entéo,
o olfato é o sistema sensorial no inicio da ontogenia necessario para a sobrevivéncia nesses
mamiferos recém-nascidos (MOGI et al., 2011). Os filhotes sdo atraidos por caracteristicas
quimiossensoriais do ventre da mae e se fixam aos mamilos dela. A estimulagdo dos mamilos
reforca o comportamento maternal, e o reconhecimento do odor especifico da mae pelos
filhotes ocorre em combinagdo com as lambidas que eles recebem dela (SULLIVAN &
WILSON, 2003). Nota-se dessa forma, que respostas comportamentais dos filhotes em
relagdo a mae determinam respostas comportamentais da mae para com os seus filhotes e,
quanto mais afiliativos forem os filhotes, mais cuidados receberdo de suas maes. Esse vinculo
inato garante o desenvolvimento fisico do filhote e o subsequente desenvolvimento de
comportamentos afiliativos adequados ao longo da vida do animal (NELSON & PANSKEPP,
1998).

A associacdo entre o cuidado maternal ¢ o odor maternal para os filhotes depende da
estimulagdo tatil que recebem da mae, a qual induz a ativagdo do locus ceruleus (LC), um
nicleo mesencefalico cujos axonios terminam no bulbo olfatério e liberam noradrenalina
(NA). Até o dia pds-natal 10, ratos neonatos apresentam excitagcdo prolongada do LC, o qual
libera grandes quantidades de NA ao bulbo olfatério, comparado com o nivel liberado depois
do 10° dia. Logo, esse mecanismo faz com que o filhote desenvolva preferéncia pelo cheiro da
mae de maneira muito rapida (LEON 1998, SULLIVAN & WILSON, 2003). O aprendizado
do vinculo em mamiferos pode ser considerado um processo maleavel, uma vez que ¢
repetidamente reforcado ao longo do periodo pds-natal, acompanhando possiveis
modifica¢des do odor maternal (RAINEKI et al., 2010b). Além disso, pesquisas em filhotes
de ratos, caes, primatas e humanos demonstram que a prole geralmente exibe um forte vinculo

mesmo com provedores abusivos (RAINEKI et al., 2010a; ROTH et al., 2013; ROTH &
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SULLIVAN, 2005; SANCHEZ et al., 2001). Além da hiperatividade noradrenérgica do LC, a
imaturidade da amigdala e do sistema HHA do neonato também contribuem para o
aprendizado do odor da mae (MORICEAU et al., 2009; MORICEAU & SULLIVAN, 2005).
No entanto, experimentos realizados em filhotes de roedores tém demonstrado que
intervengdes perinatais, assim como inje¢des de antagonistas de OT em neonatos, podem
causar déficits na preferéncia por odores associados a mae ou ao ninho (CROMWELL, 2011;
DE SOUZA et al., 2012; KOJIMA & ALBERTS, 2011; NELSON & PANKSEPP, 1996;
RAINEKI et al., 2009, 2013). Ademais, estudos de estresse pré-natal e manipulagdo neonatal
encontraram efeitos também na neurobiologia subjacente da preferéncia olfatoria, tais como
alteracdes neuroquimicas no bulbo olfatorio e no LC (DE SOUZA et al., 2012; RAINEKI et

al., 2009).

1.3.3 Comportamento de Brincadeira em Juvenis

Em mamiferos, o comportamento de brincadeira ¢ a forma mais precoce de
comportamento social que ndo ¢ dirigido a mae, mas aos seus pares (PELLIS & PELLIS,
1991; TREZZA et al., 2010). Similarmente as crian¢as humanas, a maioria dos mamiferos
passa grande parte do tempo brincando com seus pares: correndo, perseguindo e lutando de
brincadeira. A brincadeira social ¢ caracterizada por formas exageradas de comportamento ¢
por sua aparéncia vigorosa. Assim como na maioria dos mamiferos estudados, a ontogenia da
brincadeira social em ratos segue uma curva em "U" invertido, sendo o pico no periodo
juvenil — entre os 30 dias de vida — e decaindo com o decorrer da puberdade (PELLIS et al.,
1997; PELLIS & PELIS, 1990; PLETNIKOV et al., 1999). A medida que o animal
amadurece, a estrutura da brincadeira social muda (PELLIS & PELLIS, 2009). Padrées de

comportamentos afiliativos, sexuais e agressivos podem ser reconhecidos na brincadeira
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social, embora os comportamentos juvenis e adultos difiram em intensidade, forma e contexto
(PELLIS & PELLIS, 2009; VANDERSCHUREN et al., 1997). Outro aspecto da brincadeira ¢
que este comportamento ¢ sexualmente dimoérfico, sendo que os juvenis machos apresentam
maior frequéncia deste comportamento comparados as fémeas (especialmente na brincadeira
de luta) (COOKE & SHUKLA, 2011; MEANEY, 1988; PELLIS, 2002).

A forma mais comum de brincadeira em varias espécies de mamiferos e em algumas
espécies de aves ¢é brincar de luta ("play-fighting" ou "rough-and-tumble play") (PELLIS et
al., 1996). Em ratos, uma sequéncia de brincar de luta comec¢a com um animal solicitando
brincar com outro, sendo que o parceiro pode aceitar ou ndo a solicitagdo. Além de saltitar
("hop" ou "dart"), o ataque (traducdo livre de "pouncing") € o principal comportamento de
solicitacdo de brincadeira, no qual o rato coloca as patas dianteiras no dorso do parceiro
recipiente e esfrega o focinho na nuca dele (PELLIS & PELLIS, 1998; TREZZA et al., 2010;
VANDERSCHUREN et al.,, 1997). Na sequéncia da brincadeira de luta, segue-se um
movimento defensivo de supinacdo ("pinning"), no qual o parceiro recipiente realiza uma
rotag¢do no eixo longitudinal de seu corpo de forma que acabe em uma posi¢do de supino ¢ o
atacante com as patas dianteiras sobre o ventre dele. A supinagdo é o comportamento de
brincadeira mais caracteristico (PELLIS & PELLIS, 2009; TREZZA et al., 2010), sendo
considerado o ato consumatorio da brincadeira de luta (PANKSEPP et al., 1984). A partir da
solicitagdo (ataque), também podem se seguir outros comportamentos, tais como: boxear
("boxing"), consistindo nos animais ficarem em postura ereta, um batendo rapidamente com
as patas dianteiras no outro; perseguicio ("chasing"), que seria mover-se ou correr na dire¢do
do parceiro que se afasta para o sentido oposto; rotagdo parcial ("partial rotation"), limpeza
social/agressiva  ("social/aggressive  grooming"); ou evasdo ("evasion"). Outros
comportamentos também observados durante a brincadeira sdo: passar por cima ou por baixo

do parceiro ("crawling over/under") e cheirar o outro animal, que ¢ o comportamento social
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mais comum em ratos (BIELSKY & YOUNG, 2004; TREZZA et al, 2010;
VANDERSCHUREN et al., 1997).

O comportamento de brincadeira ¢ considerado benéfico, uma vez que ao variar,
repetir e/ou recombinar subsequéncias de comportamento fora de seu contexto primario,
brincar serve para desenvolver capacidades fisicas, cognitivas e sociais, especialmente para
adquirir flexibilidade para usar essas capacidades sob diferentes circunstancias (HOMBERG
et al.,, 2007; PELLIS & PELLIS, 2009; SPINKA et al., 2001). A brincadeira social ¢ uma
forma de comportamento altamente afiliativa sendo crucial para o desenvolvimento de
respostas socioafetivas adequadas e para a aquisicdo de habilidades sociais (AUGER &
OLESEN, 2009; VAN DEN BERG et al., 1999; VON FRIJTAG et al., 2002). Além dessas
funcdes no desenvolvimento, a brincadeira social tem efeitos atenuadores do estresse e serve
para manter a coesdo do grupo (PELLIS & PELLIS, 2009). Outra caracteristica marcante do
comportamento de brincadeira é sua natureza altamente recompensadora para os juvenis,
envolvendo sistemas de neurotransmissores intimamente implicados nos aspectos
motivacionais, cognitivos ¢ de prazer induzido por recompensas naturais ou por drogas
(TREZZA et al., 2010).

Diversos sistemas neurotransmissores estdo envolvidos no comportamento de
brincadeira, tais como o sistema monoaminérgico, o canabinoide e o opioidérgico
(HOMBERG et al., 2007, TREZZA et al, 2010, SIVIY & PANKSEPP, 2011;
VANDERSCHUREN et al.,, 1997). A atividade dopaminérgica prosencefalica aumenta
durante o comportamento de brincadeira (SIVIY & PANKSEPP, 2011). A neurotransmissao
dopaminérgica ¢ importante nas propriedades motivacionais de recompensa da brincadeira,
enquanto os canabinoides e os opioides, dependendo do sitio de a¢do neural, mediam tanto
aspectos heddnicos quanto motivacionais. Por exemplo, durante a brincadeira, opioides sdo

liberados em estruturas encefalicas implicadas nos processos de recompensa, tais como o
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ntcleo accumbens, indicando assim a propriedade recompensadora (SIVIY & PANKSEPP,
2011; TREZZA et al.,, 2010; VANDERSCHUREN et al., 1995b). A atividade de outras
estruturas encefalicas, tais como da amigdala medial, do septo lateral, do nucleo proprio da
estria terminal e do cortex pré-frontal, também ¢ importante no comportamento de brincadeira
(COOKE & SHUKLA, 2011). O hipotalamo, por sua vez, participa na manutengdo desse
comportamento (VANDERSCHUREN et al., 1997). Quanto a OT ¢ AVP, poucos trabalhos
na literatura descrevem a relacdo desses neuropeptideos com o comportamento de brincadeira
(BREDEWOLD et al., 2014; CHENG & DELVILLE, 2009; VEENEMA et al., 2013;
VEENEMA & NEUMANN, 2009). Foi relatado que a brincadeira estimula a atividade dos
neurénios vasopressinérgicos hipotaldmicos em hamsters (CHENG et al, 2008)
BREDEWOLD e colaboradores (2014) relataram a importancia da OT e da AVP no septo
lateral na regulagdo da brincadeira, podendo ser dependente do contexto e do sexo. Quanto a
diferenca sexual no comportamento de brincadeira (principalmente na brincadeira de luta),
deve-se a exposi¢do de hormoénios gonadais — especialmente androgénios, como a
testosterona — durante a vida perinatal (AUGER & OLESEN, 2009; COOKE & SHUKLA,
2011; MEANEY, 1988; PELLIS, 2002). Estruturas limbicas como a amigdala sio
consideradas criticas para esse aumento na frequéncia da brincadeira de luta em machos
mediada por hormonio (PELLIS et al., 1997).

A habilidade de brincar € um dos principais indicadores de desenvolvimento saudavel,
tanto em animais quanto em humanos (TREZZA et al., 2010). Déficits no comportamento de
brincadeira sdo sintomas presentes em transtornos neuropsiquiatricos na infincia e na
adolescéncia, tais como o autismo, o transtorno de déficit de ateng¢do e hiperatividade, a
esquizofrenia precoce e a depressdo (ALESSANDRI, 1992; COOKE & SHUKLA, 2011;
JORDAN, 2003; MOLLER & HUSBY, 2000; VANDERSCHUREN et al., 1997). O

comportamento de brincadeira em roedores juvenis pode ser influenciado por variagdes
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naturais do cuidado maternal ou por interven¢des durante o periodo perinatal. Ratos que
receberam menos lambidas das maes apresentam maior frequéncia de ataque, de supinacao e
de limpeza social agressiva quando juvenis comparados aos filhos de maes que lambem mais
(PARENT et al, 2013; PARENT & MEANEY, 2008). O estresse pré-natal reduz o
comportamento de brincadeira, ao passo que a separacdo maternal o aumenta (VEENEMA &

NEUMANN, 2009; WARD & STEHM, 1991).

1.3.4 Interacgdes Sociais em Adultos

As interagdes sociais requerem dois ou mais individuos e que, neste contexto, os
animais tenham o instinto ¢ a motivagdo para permanecerem proximos. As interagdes sociais
podem ser consideradas positivas, como as afiliativas (pro-sociais), quando ocorrem
beneficios mutuos (CARTER & KEVERNE, 2002; INSEL & WINSLOW et al., 1998). A
motivacdo para que os animais se mantenham em um mesmo ambiente baseia-se nas
vantagens que esse comportamento traz, como por exemplo, a de garantir protegdo,
alimentacdo e reprodugdo, facilitando a sobrevivéncia. As interagdes sociais também podem
ser negativas, como os comportamentos agressivos (CARTER & KEVERNE, 2002). O
comportamento agressivo em machos € necessario para a aquisicdo e manutencao de recursos,
tais como alimento, territorio e parceiras sexuais (NEUMANN et al., 2010). A agressdo
ofensiva adaptativa compreende principalmente comportamentos inofensivos de ameaga,
permitindo ao oponente escapar ou demonstrar comportamentos submissos, de forma a evitar
confronto fisico direto. Enquanto a agressdo ofensiva ¢ geralmente expressa durante uma luta
por territorio ou por parceiras sexuais, a agressdo defensiva ¢ observada principalmente em
situacdes de risco de vida e esta relacionada ao medo aumentado (BLANCHARD et al.,

2003). Foi observado que as interagdes sociais sdo sensiveis a fatores ambientais, sendo
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reduzidas em ambientes nao-familiares (VARLINSKAYA & SPEAR, 2008). Além disso, a
interagdo social em ratos ¢ sexualmente dimorfica, sendo que as fémeas apresentam uma
reducdo dos comportamentos afiliativos e agressivos em comparagdo aos machos (CARRIER
& KABBAJ, 2012; JOHNSTON & FILE, 1991; STACK et al., 2010).

Quando dois ratos adultos estdo juntos, eles engajam-se em interagdes sociais, que
incluem varios comportamentos, entre eles: cheirar o corpo e a regido anogenital, montar,
perseguir, rastejar sobre ou sob o parceiro; e algumas vezes apresentam comportamentos
agressivos (agonisticos), tais como os ataques lateral e frontal, morder, chutar e boxear (FILE
& HYDE, 1978; PATIN et al., 2005). Os comportamentos de cheirar e perseguir um novo
individuo sdo considerados comportamentos de investigagdo social, podendo também ocorrer
comportamentos de mordiscar ¢ lamber (BIELSKY & YOUNG, 2004; KEPECS et al., 2005).
Nos ratos, o sistema olfatdrio principal e o sistema olfatorio acessorio sdo ativados durante os
encontros sociais. Cheirar e perseguir o outro animal presente no mesmo ambiente indica que
ndo somente sinais olfatorios volateis sdo utilizados para a discriminag@o, mas também sinais
feromonais (FERGUSON et al., 2002). Em roedores, a piloere¢@o, a ameaca e o ataque lateral
(nos flancos) sdo sinais de agressdo ofensiva, enquanto que o ataque frontal (em direcao a
cabega) ¢ considerado agressao defensiva (BLANCHARD et al., 2003).

Entre outras moléculas, a OT e a AVP t€m papéis chave na regulacdo de uma ampla
variedade de comportamentos sociais, incluindo os afiliativos, sexuais, agressivos e cogni¢ao
social, tanto em ratos quanto em humanos (HEINRICHS & DOMES, 2008; NEUMANN &
LANDGRAF, 2012; VEENEMA, 2012). Esses neuropeptideos exercem seus efeitos ligando-
se a receptores expressos em diversas estruturas encefalicas as quais desempenham fungdes
relevantes no comportamento social (BARBERIS & TRIBOLLET, 1996; GIMPL &

FAHRENHOLZ, 2001).
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Nesse contexto, uma das principais fungdes que a OT exerce ¢ a de facilitar a
motivagdo social e a aproximagdo (LIM & YOUNG, 2006). O trabalho de WITT e
colaboradores (1992) relatou que a infusdo cronica de OT diretamente no encéfalo aumenta o
tempo de contato social entre ratos adultos. Similarmente, os comportamentos afiliativos de
fémeas de esquilo da Mongdlia (Meriones unguiculatus) sdo aumentados por inje¢des
subcutaneas de OT (RAZZOLI et al., 2003). Estudos mostram que, durante as interagdes
sociais percebidas como positivas, a OT ¢ liberada (NEUMANN, 2008; UVNAS-MOBERG,
1998) e ocorre mudanca na atividade opioide central (TREZZA et al, 2011;
VANDERSCHUREN et al., 1995a). Além disso, a atividade coordenada da OT e da
serotonina no nucleo accumbens estd envolvida no aspecto recompensador das interagdes
sociais (DOLEN et al., 2013). A AVP regula diversos comportamentos sociais tipicos de
machos, incluindo a demarcagdo por cheiro, agressdo e comportamento paternal (LIM &
YOUNG, 2006). O circuito da AVP associado a comportamentos agressivos e territoriais em
machos compreende neurdnios vasopressinérgicos originados da amigdala medial e do ntcleo
proprio da estria terminal, assim como projegdes para o septo lateral e regides hipotalamicas,
especialmente o hipotalamo anterior (DE VRIES & BUIIS, 1983; FERRIS et al., 1997;
GOBROGGE et al.,, 2007, KOOLHAAS et al.,, 1998). Por outro lado, a OT central
desempenha atividade antiagressiva em machos (CALCAGNOLI et al., 2013, 2014). Estudos
com arganazes (roedores do género Microtus) indicam que esses neuropeptideos sdo
importantes na formagdo de vinculo entre machos e fémeas, sendo que a AVP tem um papel
predominante em machos ¢ a OT, em fémeas (LIM & YOUNG, 2006). Ademais, tanto a OT
quanto a AVP sdo importantes na formacdo ou expressdo de memorias sociais, as quais sdo
necessarias para a discriminacdo de individuos familiares (BIELSKY & YOUNG, 2004;

FERGUSON et al., 2002).
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Relagdes sociais saudaveis s@o essenciais para a saide mental, por outro lado, diversos
transtornos psiquiatricos s@o associados a prejuizos na motivagdo social e na habilidade em
manter relagdes sociais (LIM & YOUNG, 2006). O entendimento de como o encéfalo
processa informagdo social ¢ como regula o comportamento social é critico na compreensdo
das bases neurobioldgicas de transtornos mentais afetando esse parametro. Nesse sentido, tem
sido investigado o envolvimento da OT e da AVP em psicopatologias (BARTZ &
HOLLANDER, 2006; COCHRAN et al., 2013; LUKAS & NEUMANN, 2013). Individuos
com transtornos do espectro autista, esquizofrenia, depressdo e transtorno de personalidade
borderline apresentam alteracdes nos sistemas envolvendo OT e AVP (BERTSCH et al.,
2013; GREEN et al., 2001; MERCEDES PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2014; MODAL et al.,
1998; RUBIN et al., 2014; SCANTAMBURLO et al., 2007).

Quanto a compreensdo dos papéis desses neuropeptideos em psicopatologias,
pesquisas em animais também tém sido de grande valor. Ratos submetidos a estresse pré-
natal, manipula¢do neonatal ou a menores frequéncias de lambidas das maes apresentam
redu¢do dos comportamentos afiliativos e aumento dos comportamentos agressivos na vida
adulta (DE SOUZA et al., 2013; MENARD & HAKVOORT, 2007; STARR-PHILLPS &
BERRY, 2013; TODESCHIN et al., 2009; VEENEMA, 2012). Foi relatado que o estresse
pré-natal e a manipulacdo neonatal também induzem redug@o de neurdnios ocitocinérgicos no
PVN, bem como alteragdes nos neurdnios vasopressinérgicos nesse nucleo hipotalamico (DE
SOUZA et al., 2013; TODESCHIN et al., 2009). Similarmente, a exposi¢do a separacao
maternal em ratos aumenta a agressividade e a expressdo de acido ribonucleico mensageiro
(mRNA) da AVP no PVN e no SON quando adultos (VEENEMA et al., 2006). Estudos com
camundongos knockout para OT relatam uma série de alteracdes comportamentais nesses

animais, tais como prejuizos nas interagdes sociais, na memoria social e aumento da
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agressividade em adultos (CRAWLEY et al., 2007; LAZZARI et al., 2013; WINSLON &

INSEL, 2002).

1.3.5 Comportamento Maternal

Alteragdes fisiologicas importantes ocorrem durante o periodo gestacional e pds-parto
em mamiferos, estimulando a mae a cuidar da prole e garantir sua sobrevivéncia
(GIOVENARDI et al, 2000; NEUMANN, 2003; WALKER et al, 2004). Ja esta estabelecido
na literatura que as mudangas hormonais que ocorrem no parto intensificam os mecanismos
responsaveis pelo comportamento maternal, envolvendo a ativacao da area pré-optica medial
e dos sistemas neurais dopaminérgicos (NUMAN & STOLZENBERG, 2009). Outro sistema
de destaque ¢ o ocitocinérgico, pois a OT facilita a iniciacdo do cuidado maternal em ratos e
ovelhas (INSEL & YOUNG, 2000). A OT originada do PVN ou do SON pode agir nos
receptores de OT por todo o encéfalo para promover responsividade materna, fazendo com
que a mae cuide de sua prole. Em muitas espécies, a PRL tem uma participacdo essencial na
regulacdo neural ¢ hormonal do comportamento maternal — por exemplo, regulando a
atividade de células ocitocinérgicas e reduzindo a ansiedade em lactantes (LARSEN &
GRATTAN, 2012). A PRL ¢ responsavel pela producdo de leite e também esta criticamente
envolvida na mediagdo das adaptacdes do SNC que ocorrem durante a gestagdo para sustentar
a lactacdo. Outra mudanca em mamiferos também observada em roedores é a resposta
diminuida ao estresse nas lactantes (BRUNTON et al., 2008; HAHN-HOLBROOK et al.,
2011; NEUMANN, 2003; SLATERRY & NEUMANN, 2008). Durante o periodo pds-parto,
muitas dessas mudangas sdo estimuladas e mantidas pelos proprios filhotes, como pelo ato de

succao do leite materno ou pela vocalizagao.
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O cuidado materno-filial, amplamente presente em mamiferos, pode ser estudado em
roedores e avaliado por comportamentos como lambida ano-genital no filhote para
estimulagdo da micgdo, construgdo do ninho, agrupamento dos filhotes no ninho e
posicionamento sobre eles para prové-los de nutri¢do, calor e afago (CHAMPAGNE et al.,
2003; KRISTAL, 2009). Entre esses diversos comportamentos maternais, o0 comportamento
da mae de lamber as crias € tido como um dos mais importantes — ndo apenas por sua grande
contribuicdo para o desenvolvimento da prole, como também nos estudos das bases
fisiologicas do comportamento maternal (LIU et al., 1997; MEANEY 2001; SMYTHE et al,
1994). Autores que estudaram variagdes naturais do comportamento maternal relataram que
ratas lactantes, as quais t€ém frequéncias elevadas de comportamento de lambida, também
apresentam maior frequéncia de outros tipos de cuidado maternal, como a presenca no ninho e
a amamentagdo com dorso arqueado (HENRIQUES et al., 2014; MEANEY et al., 2001).
Além disso, essas ratas apresentam mais receptores de OT na area pré-optica medial, no septo
lateral, no nucleo central da amigdala, no PVN e no nucleo proprio da estria terminal
(FRANCIS et al., 2000).

Contudo, intervengdes perinatais, tais como a manipulacdo neonatal, a separagdo
maternal e o estresse pré-natal, podem alterar o comportamento maternal (AGUGGIA et al.,
2013; CIRULLI et al., 2003; MACRI et al., 2008; PRYCE et al., 2001). Por exemplo, a
manipulagdo neonatal aumenta o comportamento de lambida das maes (DE AZEVEDO et al.,
2010; LIU et al., 1997), ao passo que o estresse pré-natal em ratas prenhes levara a redugdo
desse comportamento no periodo pos-parto (DE SOUZA et al., 2012). Tem sido relatado que
estimulos socialmente aversivos também podem afetar o comportamento maternal (CARINI
& NEPHEW, 2013; MURGATROYD & NEPHEW, 2013; VEIGA et al., 2011b; ZULUAGA

et al., 2013). Dependendo da severidade da aversdo social usada no protocolo experimental, o
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comportamento de lambida pode ser aumentado (ZULUAGA et al., 2013) ou diminuido
(CARINI et al., 2013; NEPHEW & BRIDGES, 2011).

A agressdo maternal ¢ um comportamento apresentado pelas maes durante a lactagdo
com o objetivo de proteger os filhotes e defender seu territorio na presenca de algum intruso
(CONSIGLIO & BRIDGES, 2009; EBENSPERGER, 1998; FERREIRA et al., 2002;
LONSTEIN, 2005; LONSTEIN & GAMMIE, 2002; NUMAN & INSEL, 2003;
ROSENBLATT et al., 1994). De forma semelhante aos outros mamiferos, as maes humanas
também podem apresentar agressividade acentuada durante o periodo da amamentagdo
(HAHN-HOLBROOK et al., 2011; MAESTRIPIERI, 1992). Ratos machos adultos, nao-
familiares, podem apresentar comportamento infanticida em relagdo a ratos neonatos
estranhos (EBENSPERGER, 1998; MENNELLA & MOLTZ, 1988; PAUL &
KUPFERSCHMIDT, 1975; SIVIY & HARRISON, 2008). Ratas lactantes com filhotes
atacam intensamente intrusos que invadem seu territorio, enquanto fémeas ndo lactantes
raramente demonstram comportamento agressivo (NUMAN, 1988; ROSENBLATT et al.,
1988). Em ratos, o comportamento agressivo maternal ocorre com mais frequéncia do 3° ao
12° dia pos-parto (ERSKINE et al., 1978; CONSIGLIO & BRIDGES, 2009). Nessa situagao,
as fémeas apresentam o comportamento de ataque frontal e cuidado maternal, além dos
comportamentos também observados em machos, como investigacdo social, avangcar,
dominar, rodear, postura agressiva, ataque lateral ¢ morder (LUCION & DE ALMEIDA,
1996). Os filhotes ndo precisam estar presentes durante o conflito agressivo para que as maes
apresentem comportamento agressivo consideravel (FLANELLY & KEMBLE, 1988), mas ¢
necessario que as maes tenham sido recentemente expostas aos filhotes para manterem seus
altos niveis de agressividade (LONSTEIN & GAMMIE, 2002). Em adi¢@o aos filhotes e aos
intrusos, ha outros estimulos sensoriais que podem também modular a agressividade em ratas

maes. Importantes sistemas neurotransmissores como o GABAérgico, o serotonérgico € o
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dopaminérgico (FERREIRA et al., 2000; CHAMPAGNE et al., 2004), bem como os
neuropeptidios OT, AVP e PRL (BOSCH, 2013; FRANCIS et al.,, 2002; LARSEN &
GRATTAN, 2012; LENG et al., 2008) estdo envolvidos no controle neural da agressdo
maternal.

Em roedores, a agressdo das fémeas durante o periodo pds-parto representa uma
adaptacdo tipica da espécie e o aumento da agressividade além deste nivel pode representar
um modelo de agressdo excessiva (VEIGA et al., 2007). Assim, fémeas no periodo pos-parto
podem ser utilizadas como um modelo de agressividade naturalmente aumentada, associada

com a provocagdo social (VEIGA et al., 2007, 2011a, 2011b).

1.3.5.1 O Paradigma de Provocacio Social

O teste do intruso ¢ um modelo amplamente usado para estudar o comportamento
agressivo em roedores e consiste em submeter o animal experimental, residente, a um animal
intruso (KOOLHAAS et al., 2013). A provocagdo social, ou instigacdo social, ¢ um protocolo
experimental utilizado para elevar os niveis de agressividade antes dos individuos serem
expostos ao teste do intruso (VEIGA et al., 2007, 2011a, 2011b). O protocolo de provocacao
social aumenta apenas o repertorio comportamental agressivo, ndo alterando comportamentos
ndo-agressivos, como a locomocdo (DE ALMEIDA & MICZEK, 2001). O aumento do
comportamento agressivo € resultante da exposicdo do residente a um oponente, denominado
provocador ou instigador, por um curto periodo de tempo, colocado atras de um anteparo,
antes do confronto com o intruso (POTEGAL, 1991). Em geral, hamsters, camundongos ¢
ratos, quando confrontados com um intruso em suas caixas ou em um meio nao-familiar,
iniciam ataques com pequena laténcia e alta frequéncia apos terem sido expostos previamente

a presenca de um provocador (CENTENARO et al., 2008; DE ALMEIDA & MICZEK, 2001;
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FISH et al., 1999; POTEGAL, 1991). FISH e colaboradores (1999) demonstraram que a
exposicao de um camundongo residente a um camundongo provocador macho adulto aumenta
a agressividade a um intruso. Todavia, outros estimulos como um camundongo juvenil ou
uma fémea ndo sdo suficientes para gerar altos niveis de agressividade. Ratos Wistar
apresentam uma frequéncia basal de comportamento agressivo bastante reduzido, assim,
submeté-los a provocacdo social ¢ uma forma de aumentar seus niveis de agressividade contra
um intruso, tornando o modelo mais sensivel (VEIGA et al., 2011D).

O protocolo de exposicdo das lactantes ao macho provocador seguido de confronto
com o macho intruso ¢ designado “provocacdo social". A provocagdo social, além de
promover mudancas comportamentais como o aumento do comportamento agressivo contra o
intruso, também produz mudancas fisiologicas e neuroquimicas como, por exemplo, a
diminui¢do da concentragdo de serotonina no hipotalamo e cortex pré-frontal medial de
roedores (PAYNE et al. 1984, VAN ERP & MICZEK, 2000). Ratas lactantes expostas ao
paradigma de provocagdo social, na presenca de seus filhotes, apresentam diminui¢do dos
niveis plasmaticos de CORT e PRL, assim como atenuagdo do comportamento maternal
durante a exposi¢do (VEIGA et al., 2011a). A literatura apresenta os efeitos comportamentais
e hormonais agudos da provocagdo social em maes, porém ndo hé trabalhos relatando os
efeitos persistentes desse procedimento no comportamento maternal, tampouco estudos sobre

as consequéncias nos filhotes.
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2. Hipotese

Ao levar em conta trabalhos anteriores com intervengdes no ambiente neonatal, a
hipotese deste trabalho ¢ que o paradigma de provocacdo social na diade mae-ninhada nos

dias pos-parto 2 e 5 possa levar aos seguintes efeitos nas maes e na prole:

» Aumento do comportamento maternal;

» Redugdo do comportamento afiliativo em filhotes (aos 7 dias);

» Reducdo do comportamento de brincadeira em juvenis (aos 30 dias);

» Reducdo dos comportamentos sociais ¢ da ansiedade, bem como atenuagdo das respostas
hormonais ao estresse em adultos (a partir dos 80 dias);

» Alteragcdes hormonais plasmaticas nas 3 idades, como diminui¢do dos niveis de hormonios
envolvidos em comportamentos sociais — principalmente a ocitocina — bem como

atenuacdo dos niveis de corticosterona em resposta a um estresse na vida adulta.
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3. Objetivos

3.1. Gerais

Avaliar o efeito do paradigma de provocacao social, aplicado nos dias pos-natais 2 e 5,
no comportamento maternal de ratas lactantes e o impacto deste nos comportamentos sociais e
nas respostas hormonais de sua prole em diferentes idades (filhotes, juvenis e adultos), em

ambos 0s SeXO0s.

3.2. Especificos

» Verificar se o paradigma de provocagdo social produz mudangas no comportamento
maternal;

» Avaliar, em filhotes submetidos a provocagdo social no periodo neonatal, o
comportamento de preferéncia olfatoria aos 7 dias de idade, bem como as concentragdes
plasmaticas de corticosterona (CORT), ocitocina (OT), arginina-vasopressina (AVP) e
prolactina (PRL);

» Avaliar, em juvenis submetidos a provocagdo social no periodo neonatal, o0 comportamento
de brincadeira aos 30 dias de idade, bem como as concentracdes plasmaticas de CORT,
OT, AVP ¢ PRL aos 31 dias de idade;

» Avaliar, em adultos submetidos a provocacdo social no periodo neonatal, os
comportamentos de ansiedade, locomocgdo e interagdo social a partir de 80 dias de idade;

» Analisar, em adultos submetidos a provocagdo social no periodo neonatal, as
concentragdes plasmaticas de CORT, OT, AVP e PRL apos estresse por contengdo aos 90

dias de idade;
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Para atingir esses objetivos, os resultados foram divididos em 3 secdes. A 1% segdo
descreve as alteracdes do comportamento maternal de ratas lactantes, bem como alteragdes
hormonais e comportamentais de sua prole aos 7 dias, os quais foram submetidos a
provocagdo social nos dias pos-parto 2 e 5. Segue-se a essa, a 2* ¢ a 3 segOes, as quais
descrevem alteragdes hormonais e comportamentais de ratos juvenis (aos 30 e 31 dias) e de
ratos adultos (a partir de 80 dias), respectivamente, os quais foram submetidos a provocagao

social no periodo neonatal.
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4. Material e Métodos

4.1 Animais

Ratos Wistar, machos e fémeas, utilizados neste trabalho eram provenientes do Centro
de Criag@o e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) e foram alojados em biotério setorial do Departamento de
Fisiologia da UFRGS.

Para cada um dos experimentos descritos em cada secdo deste trabalho, foram
utilizadas 20 ratas prenhes, mantidas isoladas em caixas de policarbonato (48 x 34 x 22 cm),
com piso forrado de maravalha autoclavada, sob condicdes ideais de biotério, como
temperatura ambiente de 22 + 1°C, ciclo claro/escuro de 12 horas (5:00 — 17:00h) e agua e
racdo ad libitum (Rodent Chow, Nutrilab, Sdo Paulo, SP).

As ratas prenhes foram observadas diariamente para determinar a data do nascimento
dos filhotes. No final do dia do parto, definido como dia pos-parto zero (PP0), as ninhadas
foram padronizadas em 8 filhotes cada uma. As caixas das ratas lactantes com os filhotes nao
eram higienizadas de PPO a PP10 para evitar manipulacdo dos animais, exceto no primeiro
experimento (1* se¢@o), quando uma pequena por¢do da maravalha suja (~300 mL) foi
recolhida em PP0O e armazenada em biofreezer (-80° C) para posterior avaliacdo do
comportamento olfatério dos filhotes em PP7. O nimero estabelecido de 10 ratas prenhes por
grupo experimental se justifica pela necessidade de pareamento do grupo exposto ao
paradigma de provocacdo social com ratas ndo expostas, avaliando-se os efeitos da
intervengdo frente a um grupo controle. O niimero de animais por grupo foi definido de

acordo com VEIGA e colaboradores (2007; 2011a,b).



34

No modelo da provocacdo social, repetido para cada experimento, foram utilizados 10
ratos machos adultos (provocadores), com cerca de 180 dias de idade, por experimento, além
de 20 ratos machos juvenis (intrusos), com cerca de 35 dias de idade, por experimento. Esses
animais também foram alojados no mesmo Biotério Setorial, mantidos em caixas brancas de
polipropileno (41 x 34 x 16 cm), agrupados em 5 por caixa, sob as mesmas condi¢des padrdo
de biotério ja descritas. O niimero de ratos provocadores se justifica pelo nimero de ninhadas
utilizadas em cada experimento. Embora a exposi¢do tenha sido realizada em PP2 e PP5, estes
estavam protegidos por um tubo de acrilico, ndo sofrendo agressdo direta da rata lactante,
conforme descrito abaixo. No entanto, o nimero de ratos intrusos foi o dobro, evitando-se que
0 mesmo rato fosse exposto com frequéncia a agressao das ratas lactantes em PP2 e PP5.

Nos experimentos com as maes ¢ os filhotes, conforme descrito na 1* secdo, foram
utilizados dois casais de filhotes, de cada uma das ninhadas: submetidas a provocagdo social
(Interven¢do) e ndo (Controle). Nos experimentos com os juvenis e os adultos, descritos na 2?
e 3% secdo, respectivamente, os animais foram separados de suas maes em PP21, apds o
desmame, e agrupados em 4 animais por caixa (polipropileno branca, 41 x 34 x 16 cm), de
acordo com o sexo. Deste modo, em ambos experimentos, cada grupo experimental (machos
Controle, machos Intervencao, fémeas Controle ¢ fémeas Intervengdo) tinha 10 caixas de
ratos (total, 40 caixas, 160 animais).

Adicionalmente, para o teste de interag@o social, descrito na 3* secdo, foram utilizados
mais 20 machos e 20 fémeas, com 90 dias de idade, completando os pares dos machos e
fémeas Controle e Intervengdo (expostos & provocacao social no periodo pos-natal) e testados
nesse modelo de ansiedade.

Portanto, para avaliagdo da ontogenia do comportamento social e das variacdes
hormonais em ratos machos e fémeas, foram utilizados na sua totalidade: 60 ratas prenhes;

480 filhotes (sendo que 1/3 foi estudado no periodo neonatal, 1/3 foi estudado quando juvenis
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e outro 1/3 foi estudado na idade adulta); 30 ratos provocadores e 60 ratos intrusos; 40 ratos

para o teste da interacdo social.

4.2 Paradigma de provocacio social em lactantes

O paradigma de provocagao social, realizado nas 3 se¢des deste trabalho, consiste na
exposicao sequencial da rata lactante, na presenca da ninhada, a um rato macho provocador e
a um rato macho intruso (VEIGA et al., 2007, 2011a,b). Inicialmente o rato provocador ¢
colocado em um canto da caixa, protegido por um tubo de acrilico (28 cm x & 10 cm), por 5
min. Apés a retirada do provocador, segue-se um intervalo de 5 minutos e, entdo o rato
intruso juvenil € colocado em um dos cantos da caixa, desprotegido, por 10 min.

O paradigma de provocacao social foi realizado nos dias PP2 e PP5, durante o ciclo
escuro, na sala-moradia, a partir das 18 h, sob luz vermelha (18 w). Os animais do grupo
Controle, cuja diade mae-ninhada ndo foi exposta a provocagdo social, permaneceram na sala-

moradia, sem serem perturbados. O procedimento experimental esta ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Paradigma de provocacdo social em lactantes (figura adaptada de VEIGA et al.,
2011a). (A) Tubo com o macho provocador sendo introduzido na caixa da rata lactante
residente (juntamente com seus filhotes). (B) Comportamento da lactante residente de
investigacdo do tubo com o rato provocador. (C) Lactante residente cheirando o intruso. (D)

Lactante apresentando comportamento agressivo de dominar o intruso.
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4.3 Analise dos Efeitos da Provocacio Social sobre a Relacio Mae-Filhote e nas

Respostas Hormonais em Filhotes

4.3.1 Registro do comportamento maternal

O registro do comportamento maternal foi realizado similarmente a estudos anteriores
(CHAMPAGNE et al., 2003; HENRIQUES et al., 2014; URIARTE et al., 2007). Nos dias
PP3, PP4 e PP6, foi avaliado o efeito cumulativo da provocacdo social. As ratas foram
observadas quanto ao comportamento maternal em 4 sessoes diarias, sendo 3 durante a fase
clara (9:30 h, 12:30 h e 15:30 h) ¢ uma durante a fase escura (18:00 h). Cada sessdo durava 72
min com registros pontuais a cada 3 min (25 observacdes por sessdo), totalizando 100
observagdes ao longo do dia, para cada rata lactante. O mesmo protocolo foi empregado para
avaliar o comportamento maternal de ratas lactantes ndo expostas ao paradigma da
provocagdo social. Foram usadas planilhas para registrar os comportamentos observados
(conforme no ANEXO I, Figura A).

Os comportamentos observados foram: mde construindo o ninho, filhote fora do
ninho, mée carregando o filhote, mae lambendo os filhotes (superficie do corpo e regido
anogenital), mae amamentando em supino, mae amamentando com dorso pouco arqueado,
mae amamentando com dorso bem arqueado, mde amamentando com dorso bem arqueado e
lambendo ao mesmo tempo, presenca da mae no ninho (independente do comportamento).
Nessa avaliagdo, € possivel o registro de mais de um comportamento a0 mesmo tempo como,
por exemplo, mae amamentando em dorso pouco arqueado e lambendo. As frequéncias dos
comportamentos de amamenta¢do (em supino, em dorso pouco arqueado ou bem arqueado,
em dorso bem arqueado e lambendo ao mesmo tempo) foram somadas para compor a medida
de “amamentacdo total”. A soma das frequéncias dos comportamentos nos dias PP3, PP4 ¢

PP6, foram tomadas como mediadas pela intervengdo sobre o comportamento maternal e



38

comparadas a soma das frequéncias dos comportamentos maternais de ratas que ndo foram

provocadas socialmente. Alguns comportamentos maternais estdo ilustrados na Figura 2.

Figura 2. Exemplos de comportamentos maternais. (A) Comportamento de lamber os
filhotes. (B) Amamentacdo com dorso muito arqueado. (C) Amamentacdo com dorso pouco

arqueado. (D) Amamentacao em supino.

4.3.2 Teste de preferéncia olfatoria em filhotes

Esse teste avalia a preferéncia do filhote pelo odor da mae, impregnado na maravalha
do ninho (DE SOUZA et al., 2012; RAINEKI et al., 2009, 2013). Foram usados para o teste
filhotes em PP7, um macho ¢ uma fémea por ninhada. Para isso, 24 horas apo6s o parto, ao

final do dia denominado PP1, foi coletada parte da maravalha do ninho das ratas do grupo
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Controle e do grupo Intervencdo (submetido a provocacdo social). A maravalha coletada
(cerca de 300 mL) foi acondicionada em sacos plasticos, bem vedados, identificados, e
armazenada a -80°C em biofreezer até o dia do teste comportamental. O restante da maravalha
permaneceu no ninho, sem ser trocada, para evitar estresse de manipulagdo. No dia PP7, os
sacos com a maravalha foram retirados do freezer para atingir temperatura ambiente. Pouco
antes do inicio do teste a maravalha era retirada do saco plastico e colocada em um dos cantos
de uma arena de acrilico (24 x 34 x 40 cm), dividida lateralmente em duas areas de 19 cm e
uma area central de 1,5 cm denominada de zona neutra. Maravalha limpa, de mesmo volume
(~300 mL) era colocada no canto oposto. O filhote era entdo colocado na area neutra,
encostado na parede oposta as maravalhas, com a face voltada para elas. Apos 1 min na caixa,
o animal era retirado, a caixa era higienizada com alcool 30%, seca, e as maravalhas (do
ninho e limpa) eram trocadas de posi¢cdo. O mesmo animal retornava por mais 1 min e era
novamente retirado para higienizagdo e troca da posicdo das maravalhas, até completar 5
testes sequenciais. O teste estd ilustrado na Figura 3.

Todos os comportamentos foram registrados por filmadora para posterior analise, com
o auxilio do programa Noldus Observer (Noldus Information Technology, Holanda), o tempo
total de permanéncia do filhote em cada area ao longo dos 5 minutos de observagdo, bem
como o tempo em contato direto com o ninho. O teste de preferéncia olfatoria ocorreu sempre

em PP7, apos as 14h, durante a fase clara.
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Figura 3. Teste de preferéncia olfatoria em filhotes, mostrando o lado com maravalha limpa

(L) e o lado com maravalha do ninho (N).

4.3.2.1 Coleta de sangue

Imediatamente apds o teste de preferéncia olfatoria, os animais submetidos a esse

experimento foram decapitados e o sangue troncular coletado para posterior analise hormonal.

4.3.3 Avaliacdo motora e pesagem dos filhotes

Para descartar falsos negativo ou positivo no teste de preferéncia olfatoria, no dia PP7
outro casal de filhotes (um macho ¢ uma fémea, irmaos dos animais submetidos ao teste de
preferéncia olfatéria) foi avaliado na sua atividade motora de acordo com STIGGER et al.
(2013). Nesse protocolo, os animais foram analisados pelo: 1) teste de endireitamento —
medido pela capacidade do filhote, em supino, voltar a posicdo de prono (Figura 4); 2) teste

de geotaxis negativo — medido pela capacidade do filhote, posicionado em uma superficie
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inclinada em 45°, de cabeca para baixo, virar-se e escalar (Figura 5); e 3) teste de campo
aberto — medido pela capacidade do filhote de se locomover em um circulo de 13 cm de
didametro dividido em quatro quadrantes, considerando resposta positiva quando o filhote sai
do circulo, bem como laténcias para iniciar a locomocao e a quantidade de cruzamentos pelos
quadrantes do circulo (Figura 6). A duragdo maxima para cada um dos testes foi de 1 minuto.
Também no dia PP7, logo antes dos experimentos comportamentais (teste de
preferéncia olfatéria e testes motores), ninhadas de 6 filhotes dos grupos Controle e
Intervengdo foram pesadas em balanga de precis@o. Os filhotes usados no teste de preferéncia
olfatéria (1 macho e 1 fémea por ninhada) ndo foram pesados para ndo interferir na

sensibilidade do teste.

Figura 4. Teste de endireitamento em filhotes, mostrando sequéncia de movimentos do
neonato de mudar a posi¢do de supino para prono (figura adaptada de RONCA & ABERTS,
2000).
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Figura 5. Teste de geotaxis negativo em filhotes, mostrando sequéncia de movimentos do
neonato de mudar a posi¢do em diregdo a subida da rampa (figura adaptada de EL-KHODOR
et al., 2008).

Figura 6. Teste de campo aberto em filhotes.
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4.4 Anilise dos Efeitos da Provocacdo Social sobre Parametros Comportamentais e

Hormonais na Prole Juvenil

4.4.1 Registro da abertura ocular em neonatos, desmame e sexagem da prole

O dia de abertura ocular em filhotes ¢ tido como um indice de desenvolvimento do
SNC (ELLENBROEK et al., 2005; URIARTE et al., 2007). A abertura ocular dos filhotes foi
verificada durante as duas primeiras semanas pos-parto. A verificagdo ocorreu duas vezes por
dia, pela manha e no final da tarde. Foi registrado em uma planilha o dia no qual no minimo
um filhote de uma ninhada abria os olhos.

No dia do desmame, PP21, os animais foram confirmados quanto ao género e alojados
em caixas de policarbonato transparentes (40 x 34 x 24 cm), 4 animais por caixa, com agua e
alimento a vontade. Portanto, cada colonia gerava um par de caixas, uma com 4 machos e

outra com 4 fémeas.

4.4.2 Registro do comportamento de brincadeira

O comportamento de brincadeira foi avaliado em juvenis de forma semelhante a
estudos anteriores (KARKOW et al., 2013), sem retirar os animais de seus ambientes de
moradia. Embora semelhante ao registro de comportamento maternal, o registro de
comportamento de brincadeira foi realizado apenas no dia PP30, distribuido em 4 sessdes,
sendo uma no ciclo claro (14:00h) e 3 no ciclo escuro (17:00, 19:00h e 20:30h). Cada sessdo
durava 72 min, com registros de comportamentos realizados a cada 3 min, totalizando 25

observagdes por sessdo ¢ 100 observagdes por caixa. O comportamento de brincadeira,



44

registrado em planilha (ANEXO I, Figura B), foi considerado como o somatério dos
comportamentos realizados pelos 4 animais da mesma caixa.

Foram avaliadas as frequéncias dos comportamentos de ataque, supinacdo, boxear,
saltitar, perseguir e cheirar. Nessa avaliagdo, é possivel o registro de mais de um
comportamento a0 mesmo tempo, como por exemplo: enquanto um dos juvenis da caixa esta
realizando o comportamento de ataque, outro estd cheirando um terceiro animal. Alguns
exemplos de comportamento de brincadeira (de luta) estdo ilustrados na Figura 7. Apos o
término das sessdes do dia, cada tipo de comportamento registrado foi somado para obter as

suas frequéncias.

Figura 7. Comportamento de brincadeira em juvenis — as posturas mais caracteristicas

(adaptado de TREZZA et al., 2010): (A) ataque (“pouncing”) e (B) supinagdo (“pinning”).

4.4.3 Coleta de sangue

No dia PP31, a partir das 18h, quando o animal estava ativo e demonstrando

comportamentos de brincadeira, um filhote de cada colonia, de ambos os sexos, foi separado e

decapitado para coleta de sangue para posterior analise hormonal.
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4.5 Analise dos Efeitos da Provocacdo Social sobre Pariametros Comportamentais e

Hormonais na Prole Adulta

Cada rato, macho e fémea, foi submetido a um unico experimento comportamental, a
saber, campo aberto, labirinto em cruz elevado e teste de interagdo social. Ao final, parte
desses animais submetidos ao campo aberto ou ao labirinto em cruz elevado foi
aleatoriamente submetido ou ndo a conten¢do para analise das respostas hormonais ao

estresse.

4.5.1 Teste do campo aberto

Ratos machos e fémeas foram testados no dia PP80, no campo aberto. O aparato do
campo aberto consiste de uma caixa de madeira de 1 m? com paredes de 50 cm de altura, com
sua base dividida em quadrantes de 20 cm?, perfazendo um total de 25 quadrados, sendo 16
periféricos (proximos as paredes) e 9 centrais. Nesse aparato, o animal ¢ colocado em um dos
cantos, com a face voltada para a parede e seus comportamentos sdo registrados por filmadora
por um periodo de 5 min. Neste teste, sdo observados os comportamentos de cruzamentos nos
quadrantes, tempo nos quadrantes centrais, bem como respostas de orienta¢do (rearing) e
comportamento de autolimpeza (grooming). Entre as exposi¢des, o aparato ¢ higienizado com
alcool 70% e bem seco para a realizacdo do proximo registro, evitando-se que os odores do
animal anterior interfiram sobre o comportamento do seguinte. O teste de campo aberto
iniciava ap6s as 14h. Os comportamentos foram analisados com o auxilio do programa

Noldus Observer (Noldus Information Technology, Holanda).
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4.5.2 Teste do labirinto em cruz elevado

Os animais foram expostos ao teste do labirinto em cruz elevado em PP83. O teste
consiste em colocar o animal no centro de um labirinto em formato de cruz, onde dois bragos
possuem as laterais fechadas, ndo permitindo que o animal tenha contato visual com o
exterior. Os outros dois bragos da cruz possuem as laterais abertas permitindo ao animal uma
visdo para o exterior, bem como a possibilidade de colocar a cabeca para o lado de fora do
braco, dando-lhe a nogdo da altura (70 cm). O teste baseia-se no fato de que animais mais
ansiosos permanecem mais tempo nos bracos fechados, onde se sentem mais protegidos,
explorando menos os bracos abertos. Os comportamentos avaliados foram: tempo de
permanéncia nos bragos aberto e fechado, frequéncia de entradas nos bracos aberto e fechado.
Subsequentemente, foi calculada a percentagem de entradas nos bragos abertos e fechados em
relacdo ao numero total de entradas e a percentagem do tempo gasto nos bragos abertos e
fechados em relag@o ao tempo total.

Todos os comportamentos foram registrados por filmadora, por 5 min e analisados
com auxilio do programa Noldus Observer (Noldus Information Technology, Holanda). O
experimento também ocorreu ap6s as 14 h e entre um animal e outro, o aparato era

higienizado e seco.

4.5.3 Teste de interacio social

No dia PP86, os ratos foram isolados para o teste de interag@o social. Foi testado 1 rato
por caixa (Controle ou Intervencdo, machos ou fémeas), ndo exposto aos testes
comportamentais anteriores. O aparato de interagdo social consiste de 3 caixas de acrilico (40

x 45 x 40 cm), sendo os animais isolados nas caixas A e B, providas de portas e conectadas a



47

uma caixa neutra (N) através de corredores (Figura 8). Cada animal foi colocado na caixa A e
pareado com outro animal (aleatoério) de mesmo sexo e idade, colocado na caixa B. O teste
iniciou 24h ap6s o isolamento (PP87), sendo os animais ambientados por um periodo de 15
min na sala de experimentos, confinado em suas caixas (A ou B) com as portas fechadas.
Ap0s esse periodo, as portas foram abertas, permitindo livre acesso as 3 caixas (A, B e N) e os
comportamentos foram avaliados por 15 min. Registrou-se a laténcia, frequéncia e duragao
dos seguintes comportamentos: cheirar, montar, comportamento agressivo (ataques frontal e
lateral, mordida e boxear), presenca no mesmo territério sem demonstrar comportamentos
sociais e animais em caixas diferentes (territorios diferentes). Exemplos de comportamentos
observados estdo ilustrados na Figura 9. Apenas os comportamentos dos animais
experimentais, colocados inicialmente na caixa A, foram considerados para analise. Entre um
animal experimental e outro, as caixas eram higienizadas e secas. O teste ocorreu no ciclo
escuro, apos as 18h, sendo a sala de experimentagdo iluminada com luz vermelha para
permitir a filmagem dos comportamentos. Os videos foram analisados com auxilio do
programa Noldus Observer (Noldus Information Technology, Holanda). Os procedimentos
deste teste foram realizados de forma semelhante ao descrito anteriormente (DE SOUZA et
al., 2013; DIEHL et al., em preparagdo; TODESCHIN et al., 2009), com a excecdo de que,
nesses trabalhos, os animais foram pareados com individuos dos mesmos grupos

experimentais.
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Figura 8. Teste de interacdo social em adultos, mostrando a caixa neutra (N) conectada as

caixas A e B por corredores.
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Figura 9. Exemplos de comportamentos registrados durante o teste de interacdo social
(adaptado de MOURA & XAVIER, 2010). (A) Investigacdo social (cheirar). (B)

Comportamentos nao-sociais.
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4.5.4 Estresse por contencio

O protocolo de estresse por contengdo foi realizado em PP90, usando-se
aleatoriamente os ratos que foram submetidos ao teste de campo aberto ou ao teste de
labirinto em cruz elevado. Cada animal foi colocado individualmente em tubos transparentes e
ventilados (24 x 9 x 5 cm), os quais impedem a movimentagdo, porém permitem que oS
movimentos respiratorios ocorram normalmente. Em todos os casos, os animais foram
removidos de suas caixas-moradia e colocados em tubos de conten¢cdo em uma sala adjacente.
O tempo de duragdo do estresse foi de 30 min, a partir das 14h. Os animais ndo submetidos ao

estresse (os "intactos") permaneceram em suas caixas-moradia sem serem perturbados.

4.5.4.1 Coleta de sangue

Os animais submetidos ao estresse de contengdo por 30 min (grupo estresse) ou ndo
(grupo intacto), pertencentes aos grupos Intervencdo e Controle, foram decapitados

imediatamente apos a contencdo para coleta de sangue para posteriores analises hormonais.

4.6 Analises hormonais

Ao final de cada experimento, os animais foram mortos por decapitacdo e o sangue
troncular foi coletado e centrifugado a 12.100 G, a 4°C, por 10 min. O plasma foi entdo
armazenado em microtubos ¢ mantido a -80°C para posterior analise dos niveis hormonais.
Kits comerciais para CORT, OT, AVP (kits da Enzo Life Sciences) e PRL (kits da SPI Bio)
foram usados para dosagens pelo método de ELISA, de acordo com as instrugdes do

fabricante.
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Aspectos Eticos
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5. Aspectos Eticos

Todos os procedimentos realizados neste trabalho obedeceram as normas propostas
pelos Principios Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais
(Council for International Organizations of Medical Sciences — CIOMS; Goldim e
Raymundo, 1997), Guidelines for Animal Care and Use of Laboratory Animals of the
National Institutes of Health e a Lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008). Este trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul com parecer de n°® 21397

(ANEXO 1I).
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6. Analise estatistica

Para os resultados que apresentavam distribuigdo normal (teste de Shapiro-Wilks),
foram utilizados testes paramétricos como o teste t de Student ou analise de variancia
(ANOVA) de duas vias ou de trés vias. Os dados que apresentaram distribui¢do normal foram
expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.).

Dados que ndo apresentaram distribui¢do normal foram avaliados por testes nao
paramétricos, como o Kruskal-Wallis ou o teste de Qui-quadrado seguido pelo teste de Fisher.
Resultados ndo-paramétricos foram expressos como mediana e desvio interquartilico (entre
colchetes) e os graficos no formato boxplot.

Para a realizacdo das analises foi utilizado o software SPSS versao 18. Para todas as

comparagdes, utilizamos um nivel de significancia P < 0,05.
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7. Resultados

7.1 Efeitos da Provocacdo Social sobre a Relacio Mae-Filhote e nas Respostas

Hormonais em Filhotes

Esta sec¢do apresenta resultados relacionados as alteragoes de comportamento maternal
em ratas lactantes provocadas socialmente em PP2 ¢ PP5, bem como as consequéncias dessa
intervengdo sobre pardmetros comportamentais ¢ hormonais em filhotes no 7° dia pos-natal.
Os resultados apresentados nesta secdo foram reunidos em artigo cientifico submetido a

revista Developmental Psychobiology (Fator de impacto: 3,163, ANEXO III).

7.1.1 Frequéncias cumulativas de comportamentos maternais

A andlise estatistica pelo teste-t de Student mostrou que as lactantes submetidas a
provocagdo social (Interveng@o) apresentaram maior frequéncia de presenca no ninho (t =
2,211; df = 19; P = 0,04) (Tabela 1). Nao foram encontradas diferencgas significativas entre
ratas Controles e provocadas socialmente para os comportamentos de lamber, amamentagao
com dorso bem arqueado, amamentagdo com dorso bem arqueado e lambendo ao mesmo
tempo, amamenta¢do em supino; amamentacdo com dorso pouco arqueado, amamentagiao
total, constru¢do de ninho e filhote fora do ninho (Tabela 1). A baixa frequéncia do

recolhimento dos filhotes para o ninho inviabilizou a andlise estatistica desse comportamento.
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Tabela 1. Frequéncias cumulativas de comportamentos maternais (PP3, PP4 e PP6) de ratas

lactantes Controles ou submetidas a provocagao social. n = 10/grupo.

Comportamento Controle Intervencao P
maternal

Presenga no ninho 175,00 £ 15,51 214,00 £ 7,07* 0,04
Lamber 7,27 £ 1,45 9,00 + 1,24 0,38
Amamenta¢do com dorso 97,27 £ 11,41 112,10+ 9,72 0,34
arqueado

Amamenta¢do com dorso 6,55+0,58 5,40+0,91 0,29
bem arqueado e lamber

Amamenta¢do com dorso 29,73 £4,42 39,00 £ 7,09 0,27
pouco arqueado

Amamentagdo em supino 1,82 £ 0,90 4,80+ 1,59 0,13
Amamentagdo total 135,36 + 14,68 161,30 + 8,42 0,15
Construg¢do de ninho 16,82 + 3,59 13,20 +£ 2,42 0,42
Filhote fora do ninho 9,00 + 1,84 12,30 + 3,58 0,43

Resultados expressos como média + erro padrao. * Diferente do grupo Controle, teste-t de

Student.

7.1.2 Teste de preferéncia olfatoria em filhotes

Para o comportamento olfatério dos filhotes em PP7, a ANOVA de duas vias revelou
que os filhotes expostos a provocacdo social em PP2 e PP5 apresentam menor tempo de
permanéncia no lado da maravalha do seu ninho (coletado no dia PP1) do que os filhotes
Controle [(F39) = 6,78; P = 0,01; Figura 10A)]. Ao analisar o tempo gasto em contato fisico
com a maravalha do ninho (Figura 10B), o teste de Kruskal-Wallis indicou que ndo houve
diferenga significativa, apesar do P ter sido marginal para redugdo na duracdo desse
parametro no grupo Intervengdo comparado ao Controle (P = 0,058). Nao foram encontradas

diferencas entre os sexos.
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Figura 10. Teste de preferéncia olfatoria em filhotes (PP7). O grupo Intervengdo refere-se
aqueles filhotes expostos a provocacdo social em PP2 e PP5. (A) Tempo gasto no lado da
maravalha do ninho, ANOVA de duas vias, n = 10/grupo. * Diferente do grupo Controle (P =
0,01). (B) Tempo gasto em contato direto com a maravalha do ninho, Kruskal-Wallis, n =

10/grupo (P = 0,058).
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7.1.2.1 Respostas hormonais em filhotes apds o teste de preferéncia olfatoria

A ANOVA de duas vias mostrou que o hormoénio OT estd diminuido nos filhotes
expostos a provocagdo social em PP2 ¢ PP5 (Intervengdo) comparados aos filhotes Controle
(Fa,19) = 5,38; P = 0,03). Além disso, para esse parametro, as fémeas apresentam redugao
significativa comparadas aos machos (F(1,19) = 4,51; P = 0,05; Figura 11A). Também foi
observado aumento significativo na AVP nos filhotes do grupo Intervencdo comparados aos
Controles (F(i,15) = 4,30; P = 0,05; Figura 11B). Para a PRL, a analise estatistica mostrou
redugdo significativa nos filhotes Intervengdo (Fi,16) = 5,83; P = 0,03; Figura 11C). Quanto a
CORT plasmatica, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos (Figura

11D).
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Figura 11. Hormonios plasmaticos em filhotes (PP7). (A) Ocitocina (OT); (B) arginina-
vasopressina (AVP); (C) prolactina (PRL); e (D) corticosterona (CORT), em Controle ou em
expostos a provocagdo social em PP2 e PP5 (Intervencdo). ANOVA de duas vias, n = 5-

7/grupo. * Diferente do grupo Controle (P < 0,05); # diferente dos machos (P = 0,05).

7.1.3 Testes motores e peso em filhotes

Nao houve diferenga significativa nos testes motores (respostas positivas, laténcias e
namero de cruzamentos no campo aberto, endireitamento e de geotaxis negativo) entre os dois

grupos estudados de filhotes no dia PP7 (Tabelas 2, 3 e 4).
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Tabela 2. Teste motor no campo aberto em filhotes (PP7) machos e fémeas, Controles ou
expostos a provocacao social em PP2 e PP5 (Interven¢do). Testes de Qui-quadrado
¢ Fisher foram usados para comparar os grupos quanto as respostas positivas; teste
de Kruskal-Wallis foi usado na analise das laténcias; ANOVA de duas vias foi

usada na analise do nimero de cruzamentos. n = 10/grupo.

Machos Fémeas
Controle Intervencao Controle Intervencao P
Respostas 16,70% 33,30% 25,00% 50,00% 0,42
positivas
Laténcia (s) 60 [0] 60 [16] 60 [0] 60[11] 0,35
Numero de 7.82 +1,81 6,36 £0,93 525+1,04 7.42 +£0.93 0,77
cruzamentos

Resultados expressos em percentagem, em mediana [desvio interquartilico] ou em média +

erro padrao.

Tabela 3. Teste motor de endireitamento (laténcia) em filhotes (PP7) machos ¢ fémeas,
Controles ou expostos a provocagdo social em PP2 e PP5 (Intervencdo). As
respostas positivas do teste ndo foram representadas pois 100% dos filhotes
apresentaram respostas positivas. ANOVA de duas vias foi realizada na

comparacdo dos grupos. n = 10/grupo.

Machos Fémeas
Controle Intervencao Controle Intervencao P
Laténcia (s) 2,33+ 1,25 1,67+ 0,51 1,08 = 0,08 1,83 +£0,47 0,95

Resultados expressos em média + erro padrao.
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Tabela 4. Teste motor de geotaxis negativo (respostas positivas e laténcias) em filhotes (PP7)
machos e fémeas, Controles ou expostos a provocacdo social em PP2 ¢ PP5
(Intervengdo). Testes de Qui-quadrado ¢ Fisher foram usados para comparar os
grupos quanto as respostas positivas; ANOVA de duas vias foi usada na analise

das laténcias. n = 10/grupo.

Machos Fémeas
Controle Intervencao Controle Intervencao P
Respostas 41,70% 25,00% 50,00% 33,00% 0,75
positivas
Laténcia (s) 16,80 = 1,68 23,33 £3,38 2433 £3,05 28,25+ 8,17 0,27

Resultados expressos em percentagem ou em média =+ erro padrao.

Quanto ao peso das ninhadas, ndo houve diferenca significativa entre o grupo de

filhotes expostos a provocacao social (Intervengdo) frente aos filhotes Controles (Tabela 5).

Tabela 5. Pesagem das ninhadas (PP7) Controles ou expostas a provocacao social em PP2 e

PP5 (Intervengdo). Teste-t de Student foi realizado para comparar os grupos. n = 8/grupo.

Controle Intervengdo P

Peso da ninhada (g) 124,20 + 3,99 116,60 + 2,94 0,15

Resultados expressos em média + erro padrao.
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7.2 Efeitos da Provocacido Social sobre Parametros Comportamentais ¢ Hormonais na

Prole Juvenil

Esta se¢do apresenta resultados relacionados as alteragdes comportamentais e
hormonais em ratos juvenis expostos a provocacdo social em PP2 e PP5. Os resultados
apresentados nesta se¢do serdo reunidos e discutidos para posterior envio de artigo a ser

publicado em revista cientifica.

7.2.1 Abertura ocular em neonatos

A andlise pelo teste-t de Student ndo indicou diferenca significativa para a laténcia de
abertura ocular entre ninhadas dos grupos Controle e Intervencao (Controle: 12,70 £+ 0,30 e

Intervengdo: 13,60 =+ 0,34 dias; P = 0,06).

7.2.2 Comportamento de brincadeira em juvenis

A ANOVA de duas vias mostrou que ratos juvenis (PP30), os quais foram expostos a
provocacdo social em PP2 e PP5 (grupo Intervencdo), ndo apresentaram diferencas
significativas no comportamento de ataque (Figura 12A). No entanto, os animais Intervenc¢ao
apresentaram menor frequéncia de supinagdo comparados aos Controles [F(; 35 = 4,54; P =
0,04] (Figura 12B). Adicionalmente, para esse parametro, fémeas apresentaram menor
frequéncia de supina¢do comparadas aos machos [F; 36 = 5,58; P = 0,02]. O teste de Kruskal-
Wallis indicou que ndo houve diferenca na frequéncia de boxear (Figura 12C). A ANOVA de
duas vias ndo mostrou diferencas nos comportamentos de saltitar (Figura 12D) e perseguir

(Figura 12E). A soma dos comportamentos de brincadeira mostrou que os ratos juvenis
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pertencentes ao grupo Intervenc¢do apresentam menor frequéncia de brincadeiras comparados

aos juvenis Controles [F 35 = 6,93; P = 0,01; Figura 12F]. Além dos comportamentos de

brincadeira, ndo houve diferenca para o comportamento social de cheirar (Figura 13).
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Machos Fémeas
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laa

Controle Intervencdo  Controle Intervencao
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Controle | Intervengdo | Controle | Intervencao

Machos Fémeas

Soma dos comportamentos
T de brincadeira

Controle ‘Intervengéo Controle ‘Intervengéo

Machos Fémeas

Figura 12. Comportamentos de brincadeira em juvenis (PP30). O grupo Intervengao refere-se

aqueles animais expostos a provocagdo social em PP2 e PP5. Os diferentes comportamentos

estdo indicados de (A) a (F), n = 10/grupo. * Diferente do grupo Controle (P < 0,05); #

diferente dos machos (P = 0,02).
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Figura 13. Comportamento social de cheirar em juvenis (PP30). O grupo Intervengao refere-

se aqueles animais expostos a provocagdo social em PP2 e PP5. ANOVA de duas vias, n =

10/grupo.

7.2.3 Respostas hormonais plasmaticas em juvenis

A ANOVA de duas vias ndo mostrou diferenca significativa na OT (Figura 14A), PRL
(Figura 14C) ou CORT (Figura 14D) plasmatica em juvenis. No entanto, foi observado
reducdo da concentragdo plasmatica de AVP nos ratos Intervencdo comparados aos Controles

(Figura 14B) [F(1’16) =7,46; P= 0,01]
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Figura 14. Hormonios plasmaticos em juvenis (PP31). (A) Ocitocina (OT); (B) arginina-
vasopressina (AVP); (C) prolactina (PRL); e (D) corticosterona (CORT) em ratos Controle ou
expostos a provocagdo social em PP2 e PP5 (Intervencdo). ANOVA de duas vias, n = 4-

5/grupo. * Diferente do grupo Controle (P = 0,01).
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7.3 Efeitos da Provocacdo Social sobre Parametros Comportamentais ¢ Hormonais na

Prole Adulta

Esta secdo apresenta resultados relacionados as alteragdes comportamentais e
hormonais em ratos adultos expostos a provocacdo social em PP2 e PP5. Os resultados
apresentados nesta se¢do serdo reunidos e discutidos para posterior envio de artigo a ser

publicado em revista cientifica.

7.3.1 Teste do campo aberto

A ANOVA de duas vias nao revelou diferenca significativa entre ratos adultos (PP80)
expostos a provocagao social em PP2 e PP5 (grupo Interveng@o) ou nao (grupo Controle) no
periodo pos-natal para os parametros de: nimero de cruzamentos, tempo central total, tempo
total de grooming, frequéncia de rearing e nimero de bolos fecais no teste do campo aberto

(Tabela 6).
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Tabela 6. Teste campo aberto em ratos adultos (PP80) machos e¢ fémeas, Controles ou

expostos a provocagdo social em PP2 e¢ PP5 (Intervencdo). ANOVA de duas vias,

n=10/grupo.
Machos Fémeas

Controle Intervencao Controle Intervencao P
Numero total 87,60+ 10,90 101,20 + 13,89 114,80+ 11,85 121,00 + 10,58 0,41
de cruzamentos
Tempo central 8,60 £ 2,59 11,00 + 3,92 7,10 £2,29 8,30 £ 2,44 0,54
total (s)
Tempo total de 15,40 £ 3,18 13,10 £ 3,86 23,90 + 7,82 16,40 £ 4,18 0,34
grooming (s)
Frequéncia de 2,90 £ 0,62 5,50+ 2,61 3,80 £ 2,00 6,20+ 2,06 0,21
rearing
Numero de 4,60 + 0,93 4,10+ 0,75 3,40 £ 0,82 4,80+ 0,74 0,58

bolos fecais

Resultados expressos em média + erro padrao.

7.3.2 Teste de labirinto em cruz elevado

A andlise dos comportamentos no teste de labirinto em cruz elevado ndo mostrou
diferenca significativa no percentual de entrada nos bragos abertos ou nos bracos fechados
entre o grupo Intervengdo (expostos a provocacdo social em PP2 e PP5) e o grupo Controle
(Tabela 7). No entanto, as fémeas apresentaram maior percentual de entrada nos bragos
abertos e menor percentual de entrada nos bragos fechados, quando comparadas aos machos,
independentemente do grupo ao qual pertenciam [F(; 36) = 4,52; P = 0,04].

Quanto as percentagens de tempo nos bragos abertos e fechados, ndo foram
encontradas quaisquer diferencas significativas. Quanto aos bolos fecais, também nao foram

encontradas diferencas significativas.
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Tabela 7. Teste do labirinto em cruz elevado em ratos adultos (PP83) machos e fémeas,
pertencentes aos grupos Controle ou Intervengdo (expostos a provocacdo social em PP2 e

PP5). n = 10/grupo.

Machos Fémeas

Controle Intervencao Controle Intervencao P
% Entradas 39,72 + 4,68 38,44+4,09 49,71+1,69° 43,97+344" 0,04
nos bragos
abertos
% Entradas 60,28 4,68  61,56+4,09 5029+ 1,69 56,03 +3,44" 0,04
nos bragos
fechados
% Tempo nos 14,14 + 4,65 9,46 + 2,35 12,95 £ 4,98 11,43 +£3,64 0,42
bragos abertos
% Tempo nos 85,59+ 0,22 90,54 + 2,35 87,04 £ 9,98 88,57 + 3,64 0,43
bragos
fechados
Numero de 1,50 + 0,64 2,60 +£0,69 1,70+ 0,91 0,80+ 0,39 0,88

bolos fecais

Resultados expressos em média + erro padrao. ANOVA de duas vias. # Diferente dos machos.

7.3.3 Teste de interacao social

Os resultados do teste de interagdo social foram agrupados da seguinte maneira:
interagdes ndo-agressivas (Figura 15), interacdes agressivas (Figura 16) e comportamentos
ndo-sociais (Figura 17). Parametros nos quais ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas (quanto as frequéncias, duragdes e laténcias de cada
comportamento), ndo foram representados graficamente.

Quanto as interagdes ndo-agressivas, a ANOVA de duas vias indicou que fémeas
apresentam menor frequéncia de cheirar do que machos [F( 36y = 20,23; P = 0,001] (Figura
15A). Nao foram encontradas diferengas significativas quanto a duracdo e a laténcia do
comportamento de cheirar. Adicionalmente, o teste de Kruskal-Wallis indicou que fémeas do
grupo Intervengdo apresentaram menor frequéncia e duragdo no comportamento de montar (P
= 0,01; Figura 15B ¢ P = 0,02; Figura 15C, respectivamente), além de maior laténcia de

montar (P =0,011; Figura 15D).
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Figura 15. Interagdes ndo-agressivas no teste de interagdo social em adultos (PP87),
Controles e Intervengdo (expostos a provocagdo social em PP2 e PP5), machos e fémeas. (A)
Frequéncia do comportamento de cheirar; (B), (C) e (D): frequéncia, duracdo e laténcia do
comportamento de montar, respectivamente, n = 10/grupo. # Diferente dos machos, P =

0,001; * fémeas Intervencao diferentes dos demais grupos, P < 0,05.

Quanto as interacdes agressivas, foi realizada uma soma dos comportamentos
agressivos (morder, boxear, ataques lateral e frontal), para analisar esse pardmetro de maneira
mais simples e clara. Para esses parametros, o teste de Kruskal-Wallis revelou que as fémeas
apresentam menores frequéncias e duracdo de comportamentos agressivos do que machos (P
=0,01; Figura 16A e P =0,033; Figura 16B, respectivamente). Em contrapartida, a ANOVA
de duas vias indicou que fémeas apresentam maior laténcia para esse mesmo comportamento

[Fa,36=30,01; P =0,0001] (Figura 16C). A provocagao social no periodo pds-parto das maes
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dos animais do grupo Interven¢do mostrou afetar o comportamento dos ratos adultos
reduzindo a laténcia para comportamento agressivos, independentemente do género [F( 36 =

4,55; P=0,04] (Figura 16C).
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Figura 16. Soma dos comportamentos agressivos no teste de interagdo social em adultos
(PP87), Controles e Intervencdo (expostos a provocacdo social em PP2 e PP5), machos e
fémeas. (A) Frequéncia, (B) duracdo e (C) laténcia dos comportamentos agressivos, n =

10/grupo. * Diferente do grupo Controle, P = 0,04; # diferente dos machos, P < 0,05.

Quanto aos comportamentos ndo-sociais (presenca no mesmo territorio, sem interagdes
sociais ou permanéncia em territorios diferentes) a ANOVA de duas vias mostrou que fémeas

dividindo mesmo territorio apresentaram menor frequéncia de interagdo social do que machos
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nas mesmas condicoes [F(1 36 = 15,37; P =0,0001] (Figura 17A). Fémeas também despendem
mais tempo do que machos, isoladas, em diferentes territérios, independentemente de
pertencerem ao grupo Intervencdo ou Controle [F; 36 = 6,05; P = 0,019] (Figura 17B). Nao
foram encontradas diferencas nos demais parametros, tais como o tempo de permanéncia no
mesmo territério sem apresentar comportamentos sociais ¢ nas frequéncias dos animais em

diferentes territorios (representagdes graficas omitidas).

A Mesmo territério B Diferentes territorios
140 - 600 - #
12 I # . 500 i
< 400 - T
84 - T Ig
300
56 - S
3 200 -
o
28 - 100 -
1] 0
Controle |Intervencédo| Controle |Intervencio Controle |Intervengdo| Controle |Interveng:'éu
Macho Fémea Macho Fémea

Figura 17. Comportamentos ndo-sociais no teste de interacdo social em adultos (PP87),
Controles e Intervengdo (expostos a provocagdo social em PP2 e PP5), machos e fémeas. (A)
Frequéncia de comportamentos ndo-sociais no mesmo territorio (P = 0,0001), (B) duragédo de
permanéncia em diferentes territorios (P = 0,019). ANOVA de duas vias, n = 10/grupo. #

Diferente dos machos.

7.3.4 Estresse por contenc¢io

A ANOVA de trés vias revelou que os animais adultos do grupo Intervengao, os quais
foram expostos a provocacdo social em PP2 e PPS5, apresentaram redugdo significativa na
concentragdo plasmatica da OT, independentemente do estresse de conten¢do ou do género
[Fa37) =5,55; P =0,02] (Figura 18A). Além disso, CORT plasmatica aumentou nos animais

submetidos ao estresse de contengdo [F(j 35y = 17,68; P = 0,0001], porém ndo houve efeito da
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intervengdo (Figura 18D). As concentracdes plasmaticas de AVP e PRL ndo alteraram pelo
estresse de contencdo ou intervencdo (Figura 18B e 18C, respectivamente). Problemas
técnicos inviabilizaram as amostras de PRL das fémeas, sendo os resultados apresentados

apenas para os machos (Figura 18C).



73

(T000°0 = &) (opessansa oeu) o3oejur 0dnig op AUAINIT + (TO°0 = ) S[OTIUO0D SOP UAISI(T 4 "0dnig;/

-G = U ‘SBIA SQI} 9P VAONYV BU0I1s0011109 (1) 2 eunoefoxd (D) ‘eurssardosea eururdie (g) ‘eurooyo (V) "Seawgy @ soyoew “(¢dd @ 7dd We

[e100s 08de20A01d B $0150dX3) 0BIUIAIAU] 9 SA[0NUO)) (06dd) SOINPe W orduAu0d 10od 9ssansa sode soonewsed sorugmioy °gy BINSI

seawigd soyoen

oeiusalau| ajonuod oedusAlalul sjonuod

a8ssal)se| 0joejul | a8ssal)sa | 0)oejul | assallsa| Ojoejul | 8ssalise| ojoejul

z—-

oeduazuom jod assalsa sode euolalsod0D

seawia] soyoep
oeduanlau| ajonuod oeduaniau| ajouod
assansa| ojoejul |assal)sa| o)oejul |assallse| ojoejul |assensa| ojoeyul

oe3duajuoo i1od assauysa sode euissaidosen-eululbay

I 0S

r 00}
r 0S5k
r 00¢
r 0S¢

00€
0S¢
00v

00l
00¢
0o0¢
oov
005§

009

=]

quybu

quy6d

oeduanleju| soyosey ajonuog soyoepy

assal)sa ojoejul assal)sa ajoejul

1
oe3duajuoo iod assauyse sode eunjoejold

seawiag soyoep

oedusalajul ajonuo) oeSuaalau| ajonuo)

assal)sa| 0Joelul (9ssal)sa| 0)IeJUl |8SSal)sS3 | 0)oeluUl |assallse | o)oeul

oedusluod lod assanysa sode eurnol}do

ok
114
0g
(114
0s
09
0.
08
06

0%

00l

00¢

05¢

00¢

quybd

qw;6d



74

Discussao
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8. Discussao

Ja estd bem estabelecida na literatura a importancia da mde para sua cria, pois ela
modula nos neonatos a expressdo de respostas comportamentais, endocrinas e reacdes frente a
situagoes estressantes (LEVINE, 2001; WALKER et al.,, 2004), assim como modula o
desenvolvimento cognitivo e emocional, além de transmitir informa¢des ambientais para a sua
prole (CHAMPAGNE et al.,, 2003; CIRULLI et al., 2003; MASHOODH et al., 2009;
MCLEOD et al., 2007; MEANEY 2001; PARENT et al., 2005; SHERIFF et al., 2010).
Presume-se que os efeitos na prole de intervengdes neonatais sdo devidos principalmente a
altera¢des do comportamento maternal e a interrupg¢do da relacdo mae-filhote (DENENBERG,
1999; MACRI et al, 2008; PRYCE et al., 2001; ZULUAGA et al., 2013). Logo, ¢ relevante a
analise do comportamento maternal ao investigar a ontogenia de diversos pardmetros neurais
e comportamentais na prole, assim como o impacto das influéncias ambientais no inicio da
vida do animal.

A intervencdo no ambiente neonatal utilizada neste trabalho levou a uma alteracdo
pontual no comportamento maternal analisado de forma cumulativa (em PP3, PP4 e PP6),
aumentando a presenca da mae no ninho. O presente resultado ¢ similar ao encontrado em um
estudo anterior (HENRIQUES et al., 2014), no qual ratas que naturalmente lambiam mais os
filhotes apresentaram tendéncia de maior presenga no ninho. Essa alteracdo encontrada nas
ratas lactantes expostas a provocagao social pode ser devida ao fato das maes perceberem o
ambiente como hostil e, entdo, permanecerem menos tempo longe dos seus filhotes para
protegé-los. Este achado poderia ser relacionado a estudos em humanos, nos quais maes
expostas a violéncia doméstica apresentam um aumento compensatorio do comportamento
maternal (LETOURNEAU et al., 2007, 2013). No entanto, nao encontramos diferencas no
comportamento de lambida, sendo este comportamento um fator de grande importancia no

desenvolvimento das crias — conforme ¢ observado em outras intervengdes perinatais e em
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estudos levando em conta diferencas naturais de cuidado maternal (LIU et al., 1997
MEANEY 2001; SMYTHE et al, 1994). A manipulagdo neonatal, por exemplo, ¢ um modelo
de intervencdo que leva a made a aumentar a frequéncia do comportamento de lambida (DE
AZEVEDO et al., 2010; LIU et al., 1997). Por outro lado, o estresse pré-natal por contengdo
em ratas prenhes leva a atenuagdo do comportamento materno, sendo observado pela reducio
na frequéncia de lambidas e na presenga no ninho (DE SOUZA et al., 2012).

Outros autores demonstraram que intervengdes no ambiente neonatal, como a
exposicdo da diade mae-ninhada a estimulos socialmente aversivos, promovem modificagdes
no comportamento materno (CARINI et al., 2013; NEPHEW & BRIDGES, 2011; VEIGA et
al., 2011a; ZULUAGA et al., 2013). Em um desses estudos, foram descritos os efeitos agudos
da provocagdo social sobre pardmetros comportamentais ¢ hormonais nas maes (VEIGA et
al., 2011a). Os autores relataram que o comportamento maternal total foi significantemente
reduzido em lactantes durante a exposi¢do a provocac¢do social, mostrando que esse
procedimento interrompe a interagdo mae-filhote. Isso € devido a rata lactante apresentar
comportamentos investigativos e agressivos em relacdo aos machos, desta forma diminuindo
o cuidado maternal. Ao analisar os hormonios envolvidos nas respostas ao estresse nas
lactantes submetidas a machos provocadores, foi encontrada uma reducdo dos niveis
plasmaticos de CORT e PRL. Ademais, quando as lactantes foram submetidas apenas aos
intrusos foi observada diminui¢@o ndo apenas nos niveis de CORT e PRL, mas também na OT
¢ progesterona plasmaticas. A alteracdo dos niveis de OT, PRL e progesterona, os quais sdo
horménios envolvidos no comportamento maternal (NEMSADZE & SILAGAVA, 2010;
NUMAN, 2006), pode ter influenciado as alteragdes comportamentais relatadas naquele
trabalho (VEIGA et al., 2011a).

Estudo prévio de ZULUAGA e colaboradores (2013) demonstraram que quando a mae

¢ a ninhada sdo expostas por um periodo prolongado a um estresse social (presenca de machos
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ndo-familiares), as maes tiveram maior frequéncia de permanecer fora do ninho e diminuiram
as posturas de amamentagdo, no entanto, apresentaram um aumento na frequéncia de
lambidas. Por outro lado, outros estudos com estresse cronico social na diade mae-filhotes
relataram atenuacdo do comportamento maternal, tais como duragdo reduzida do
comportamento de lambida (CARINI et al., 2013; NEPHEW & BRIDGES, 2011). Em rela¢do
aos presentes achados, pode-se inferir que a mudanca em um comportamento maternal
especifico pode ser devido a diferencas na frequéncia e na severidade do protocolo de
intervengdo usado, assim como o momento em que o comportamento maternal foi observado
(durante ou apds a intervengdo). Contudo, seriam necessarias mais investigacdes para
determinar quais elementos da intervencdo usada no presente estudo de fato alteraram o
comportamento maternal: os machos instigadores, os machos intrusos, ou o efeito sinérgico
de ambos.

Uma vez que intervengdes no inicio da vida modificam a relacdo reciproca mae-filhote
(CIRULLI et al., 2003; MACRI et al., 2008; PRYCE et al., 2001; RAINEKI et al., 2013), a
participagc@o dos neonatos também foi considerada no presente trabalho. O experimento usado
para avaliar o comportamento afiliativo em filhotes, o teste da preferéncia olfatoria em PP7,
considera o tempo gasto no lado da maravalha do ninho como uma medida de afiliagdo do
neonato em relacdo a sua mae, o qual ¢ um comportamento social precoce (RAINEKI et al.,
2013; SULLIVAN & WILSON, 2003). O presente estudo constatou que os animais
submetidos a provocacdo social em PP2 e PP5 passaram menos tempo no lado da maravalha
do ninho comparado aos Controles. Em outras palavras, a intervengdo neonatal usada neste
estudo levou a redugdo do comportamento afiliativo dos neonatos. Quando analisado
separadamente o pardmetro tempo em contato com a maravalha do ninho, foi encontrada uma
tendéncia dos animais do grupo Intervencdo de apresentarem medidas menores, sugerindo

novamente que esses animais procuraram o ninho menos ativamente em relagdo aos
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Controles. Comparando o efeito encontrado do estimulo socialmente aversivo usado com
estudos realizados em humanos, criancas expostas a violéncia doméstica podem desenvolver
um vinculo inseguro ou desorganizado com seus provedores (LEVENDOSKY et al., 2012).
Ademais, vinculos inseguros ou desorganizados em criangas, decorrentes de casos de
violéncia doméstica, maus-tratos, abuso ou negligéncia, sdo associados com psicopatologias
subsequentes (LEVENDOSKY et al., 2012; LOWELL et al., 2014).

E importante levar em conta que fatores parentais podem agir como um sinalizador
das condi¢des ambientais para a prole (YOUNGSON & WHITELAW, 2008), conforme ¢
demonstrado com estudos de cuidado maternal em ratos e coelhos (MCLEOD et al., 2007;
SHERIFF et al., 2010). Uma vez que um rato macho adulto ndo-familiar representa uma
ameaga ecologicamente relevante a neonatos (PAUL & KUPFERSCHMIDT, 1975;
MENNELLA & MOLTZ, 1988), também pode ser sugerido que a reducdo da procura pelo
ninho seja uma evitagdo adaptativa a um ambiente social hostil causado pela provocagio
social — apesar da circuitaria de medo incondicionado a machos adultos ndo-familiares
responder apenas a partir do dia 14 de vida (CHEN et al., 2006). Semelhantemente ao
presente resultado, estudos com outras intervengdes perinatais, tais como o estresse pré-natal
e a manipulac¢do neonatal, também relataram prejuizos no desempenho dos filhotes no teste de
preferéncia olfatéria (RAINEKI et al., 2009, 2013; DE SOUZA et al., 2012). Ademais, pode-
se dizer que a provocagdo social, assim como esses modelos de intervengdes perinatais, leva a
alteracdes na relagdo reciproca mae-filhote. Contudo, ¢é interessante obervar que,
independente da intervengdo aumentar o comportamento maternal — no caso da provocacgao
social e da manipulacdo neonatal (DE AZEVEDO et al., 2010; LIU et al., 1997) — ou diminui-
lo — no caso do estresse pré-natal (DE SOUZA et al., 2012) — igualmente héd prejuizo na
preferéncia olfatoria dos filhotes. Logo, pode-se sugerir que o déficit do comportamento

afiliativo dos neonatos causado pelas intervengdes perinatais possa ser mediado apenas pela
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alteracdo do vinculo mae-filhote, independente do comportamento maternal estar aumentado
ou diminuido.

Além dos aspectos comportamentais mencionados, tem sido investigada também a
fisiologia subjacente aos comportamentos sociais no inicio da vida. Conforme abordado na
introdugdo, sistemas neuroenddcrinos — principalmente os relacionados a OT e a AVP — t€m
um papel-chave em comportamentos afiliativos (HEINRICHS & DOMES, 2008;
NEUMANN & LANDGRAF, 2012). Ademais, eventos no inicio da vida podem afetar esses
sistemas (VEENEMA, 2012). Dessa maneira, o presente trabalho investigou se a intervencao
neonatal usada — a provocagao social — afeta as respostas hormonais dos animais.

O presente trabalho mostrou que filhotes em PP7 expostos a provocagdo social,
juntamente com sua maes, em PP2 e PP5, apresentaram diminui¢ao dos niveis plasmaticos de
OT. Pode-se sugerir que o prejuizo no desempenho de filhotes do grupo Intervencao no teste
de preferéncia olfatoria pode ser relacionado com os niveis plasmaticos diminuidos de OT
analisada imediatamente apos o teste. De maneira semelhante aos presentes resultados, foi
relatado que a administracdo de um antagonista da OT em filhotes reduz a preferéncia por
odores associados a mde (CROMWELL, 2011; KOJIMA & ALBERTS, 2011, NELSON &
PANKSEPP, 1996). Estudos realizados com camundongos knockout para OT encontraram
diminui¢do das vocalizagdes ultrassonicas dos filhotes quando foram separados das maes,
assim como laténcia aumentada para rastejarem até¢ a mae, indicando prejuizo na formacao de
vinculos sociais no inicio da vida (LIM & YOUNG, 2006; YOUNG et al., 1997). NELSON &
PANKSEPP (1996) ja haviam sugerido que, em ratos, a OT pode ser responsavel pelo
comportamento de procura e aproximacgdo por cheiro associado a mae e KOJIMA e
colaboradores (2012) relataram que filhotes de ratos apresentaram procura pelo odor da mae

aumentada pela OT hipotaldmica.
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A auséncia de diferenga nos testes motores em ambos os grupos, ¢ a redugdo da OT
nos animais submetidos a provocagao social, apoiam a hipotese de que a diferenca na procura
da maravalha do ninho observado no grupo Intervencdo seja devida a diminuicdo da
motivagdo e da recompensa do comportamento afiliativo, sem envolver influéncias motoras
(CROMWELL, 2011; NELSON & PANKSEPP, 1996, 1998). Além da diferenga da OT entre
animais Controles e Intervencdo, também foi encontrada diferenga na OT entre os sexos,
sendo que as fémeas apresentaram menores niveis plasmaticos comparados aos machos. Ao
levar em conta que filhotes os quais recebem mais lambidas das maes tém maior liberagcdo de
OT (HENRIQUES et al., 2014), e que as ratas lactantes naturalmente lambem mais os filhotes
machos do que as fémeas (MOORE, 1992, 2007, MOORE & MORELLI, 1979), esse
resultado do presente trabalho pode ser explicado devido a combinagdo desses fatores.

Além dos niveis diminuidos de OT, foi encontrado que a intervengdo usada neste
trabalho também diminuiu os niveis plasmaticos de PRL. Baseado nesses achados, deve-se
considerar o fato de que a OT e a PRL estimulam de maneira reciproca as suas liberacdes
(CLAPP & DE LA ESCALERA, 2011). Logo, esse mecanismo neuroendocrino pode explicar
a reducdo paralela de PRL e OT plasmaticas encontradas nos animais submetidos a
provocagdo social. Além da regulacdo do comportamento maternal (LARSEN & GRATTAN,
2012), investigagdes recentes t€ém implicado a PRL em outras mudancas comportamentais,
agindo em seus receptores distribuidos pelo encéfalo (PATIL et al., 2014). Apesar de ndo
haver estudos na literatura quanto ao papel da PRL no vinculo em filhotes, pode-se sugerir
que a reducdo dos niveis desse horménio causada pela intervencdo também possa estar
envolvida no prejuizo no desempenho no teste de preferéncia olfatoria. Nao obstante, um
estudo realizado em humanos encontrou que variagdes alélicas nos genes associados a
sinalizacio de PRL e OT estdo relacionadas aos transtornos do espectro autista

(YRIGOLLEN et al., 2008), o que pode ser comparado a reducdo no comportamento
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afiliativo e nos niveis de OT e PRL encontrados nos filhotes Interven¢ao neste trabalho. Ao
levar em conta estudos anteriores os quais sugeriram que, durante a amamentagdo, OT e PRL,
juntamente com outras moléculas, sdo liberadas no leite materno para a cria (CARTER 1998,
2003; ELLIS et al., 1996) e o relato de que a provocagdo social diminui os niveis plasmaticos
de PRL (VEIGA et al., 2011a), também pode-se sugerir que a PRL plasmatica reduzida em
filhotes do grupo intervengao seja devido a esses fatores.

Diferentemente da OT e da PRL, foi encontrado que a provocagao social aumentou os
niveis plasmaticos de AVP no filhotes em PP7. Da mesma forma que a OT, a AVP também
estd implicada na mediacdo de comportamentos afiliativos, na aproximagdo social e na
memoria social (FRANCIS et al., 2002; HEINRICHS & DOMES, 2008; VEENEMA, 2012).
Tem sido relatado que deficiéncias nos sistemas vasopressinérgicos e ocitocinérgicos podem
estar envolvidas em déficits sociais obervados em transtornos particulares, tais como os
transtornos do espectro autista (LUKAS & NEUMANN, 2013; YRIGOLLEN et al., 2008).
De forma semelhante a esses estudos em humanos, SCHANK (2009) relatou que filhotes
deficientes em AVP apresentam prejuizos sociais. Apesar desse estudo também ter relatado
que filhotes de ratos deficientes em AVP apresentarem desenvolvimento locomotor acelerado,
no presente trabalho ndo foi observada diferenca na locomogédo entre os grupos. O estudo de
SCHANK (2009) usou uma linhagem de animais deficientes de AVP, ao passo que no
presente estudo os niveis aumentados de AVP foram induzidos por uma interven¢do no
periodo neonatal. Contudo, uma vez que a atividade equilibrada da OT e da AVP ¢ importante
para comportamentos emocionais adequados (NEUMANN & LANDGRAF, 2012), a
alteracdo dos niveis da AVP causada pela provocagdo social, mesmo que aumentados, pode
ter influenciado os déficits dos filhotes no teste de preferéncia olfatoria.

Conforme ja mencionado, as alteracdes causadas na OT, PRL e AVP plasmaticas pela

provocacdo social podem estar relacionadas aos déficits encontrados no teste de preferéncia
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olfatoria em PP7. Essa base endocrina para comportamentos afiliativos em filhotes estaria de
acordo com relatos em estudos anteriores realizados em animais ¢ em humanos (FRIES et al.,
2005; HEINRICHS & DOMES, 2008; NEUMANN & LANDGRAF, 2012; LUKAS &
NEUMANN, 2013; SCHANK, 2009; YRIGOLLEN et al., 2008). Uma vez que os niveis
plasmaticos desses hormonios podem estar diretamente relacionados aos niveis centrais, deve
ser levado em conta que a provocacdo social pode também ter levado a alteragdes nos niveis
centrais desses hormoénios, principalmente em estruturas encefalicas envolvidas em
comportamentos sociais, tais como o hipotalamo, a amigdala e o ntcleo accumbens
(CARSON et al., 2014; CORIA-AVILA et al., 2014; NEUMANN & LANDGRAF, 2012;
STEIN, 2009; STEVENS et al., 2013; YOUNG et al., 2001). Além disso, também ¢ possivel
que a provocagdo social possa ter afetado o circuito amigdala-LC-bulbo olfatorio envolvido
na aprendizagem olfatoria, o qual pode ser afetado por eventos perinatais (DE SOUZA et al.,
2012; MORICEAU et al., 2009; RAINEKI et al., 2009).

Quanto aos niveis plasmaticos de CORT em PP7, ndo foram encontradas diferengas
entre os grupos. Ja estd bem estabelecido na literatura que ratos neonatos sdo
hiporresponsivos ao estresse até o 14° dia de vida (LEVINE, 2001). Neste periodo, a
exposicdo a machos adultos ndo-familiares ndo induz respostas endocrinas ou
comportamentais de medo (HARD et al., 1982; MORICEAU et al., 2004; TAKAHASH]I,
1992a,b). Ademais, a presenca de machos adultos ndo ativam, em filhotes, as areas neurais
relacionadas ao medo, tais como a amigdala, a qual estd imatura durante esse periodo neonatal
(WIEDENMAYER & BARR, 2001). A medida que o periodo hiporresponsivo ao estresse
acaba (entre PP12 e PP14) os filhotes comegam a demonstrar respostas fisioldgicas e
comportamentais de medo a machos adultos. Isso ¢ caracterizado pelo declinio nas
vocalizagdes ultrassonicas, na atividade locomotora, aumento na expressdo de c-fos de

amigdala e aumento na secre¢do de ACTH (TAKAHASHI, 1992a,b; WIEDENMAYER &
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BARR, 2001). Logo, os resultados obtidos no presente estudo referentes a CORT plasmatica
podem ser devidos ao fato de que os animais em PP7 ainda nio apresentam respostas
enddcrinas a presenga de machos nao-familiares.

Conforme mencionado anteriormente, durante os primeiros dias de vida, os filhotes
sdo sensiveis a influéncias ambientais, tais como diferentes intensidades de cuidado maternal
e a estressores (LEVINE, 2001; WALKER et al., 2004). A prole exposta a intervengdes
neonatais pode apresentar alteracdes em parametros comportamentais e neurobioldgicos, tanto
a curto como a longo prazo ARNOLD & SIVIY, 2002; LEHMANN & FELDON, 2000;
MEERLO et al., 1999; RAINEKI et al., 2013). Perturbagdes ambientais no periodo neonatal
em ratos, tais como a separacdo maternal e a exposi¢cdo a outros estressores, além de
influenciar parametros neurobioldgicos, podem também afetar o ganho de peso (HUPPERTZ-
KESSLER et al., 2012; LAJUD et al., 2012). As variagdes no cuidado maternal podem
influenciar o neurodesenvolvimento dos filhotes, conforme observado por URIARTE e
colaboradores (2007), onde a prole de ratas muito lambedoras apresentaram abertura ocular
mais precoce comparada a prole de ratas pouco lambedoras. Apesar de termos encontrado
diferenc¢a na presenca da mae no ninho entre as maes Controles ¢ as submetidas a intervengdo
quando analisadas cumulativamente, a provocagdo social ndo influenciou a abertura ocular € o
peso dos filhotes. Este achado estd de acordo com o encontrado por ZULUAGA e
colaboradores (2013), onde também a diade mae-ninhada foi exposta a estimulos socialmente
aversivos, porém nao houve alteracdo no peso dos filhotes. No entanto, o trabalho de
NEPHEW e BRIDGES (2011) mostrou que o estresse social cronico em ratas lactantes
induzido por machos intrusos diminuiu o ganho de peso dos filhotes. Esses diferentes estudos
sugerem que os efeitos encontrados nos filhotes podem depender da severidade do protocolo

experimental de intervengao utilizado.
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Os testes motores em PP7 — tais como o campo aberto, o geotaxis negativo e
endireitamento — foram usados como controle negativo do teste de preferéncia olfatoria. A
auséncia de diferenga entre os grupos na avaliagdo motora dos filhotes indicou que ndo houve
influéncia do desempenho motor no teste de preferéncia olfatoria. De maneira semelhante a
intervengdo neonatal usada no presente trabalho, FARKAS e colaboradores (2009) nao
encontraram efeito da separacdo maternal nas habilidades motoras de filhotes. No entanto,
diferente da provocacdo social, outros modelos de intervengdo neonatal, tais como a privagao
maternal, podem levar a retardo no desenvolvimento neural em filhotes, como por exemplo:
atraso na abertura ocular, na motricidade e reducdo de ganho de peso (ELLENBROEK et al.,
2005).

No experimento seguinte foi avaliado o efeito da provocagdo social em PP2 e PP5
sobre o comportamento de brincadeira em juvenis (PP30), considerado uma das formas
precoces de comportamento social (PELLIS & PELLIS, 1991; TREZZA et al., 2010). Os
presentes resultados revelaram que os ratos juvenis, os quais foram expostos a provocagdo
social em PP2 e PP5 (Intervencdo), ndo apresentaram diferencas no comportamento de
ataque, reconhecido como uma solicitagdo de brincar de luta entre roedores (PELLIS &
PELLIS, 1998; VANDERSCHUREN et al., 1997), nem no saltitar, boxear, perseguir ou
cheirar. No entanto, o comportamento de supinagdo, caracterizado como brincadeira de luta
entre roedores (PELLIS & PELLIS, 2009; TREZZA et al., 2010), foi diminuido no grupo
Intervengdo. Esses resultados — o comportamento de supinagdo afetado, mas ndo o ataque —
podem ser interpretados como um indice de menor “ludicidade” (“playfulness’) por alguns
autores (PELLIS & PELLIS, 1990, 1991; SIVIY & HARRISON, 2008).

Quanto a supinagdo, também houve diferenca de género, sendo que as fémeas
apresentaram menores frequéncias. Esse resultado esta de acordo com a literatura, pois hd um

dimorfismo sexual em juvenis no comportamento de brincadeira, especialmente no que se
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refere a brincar de luta, tipicamente reduzido entre fémeas (COOKE & SHUKLA, 2011;
MEANEY, 1988; PELLIS, 2002).

Considerando-se a soma das frequéncias dos diferentes comportamentos de
brincadeira, também observamos reducdo significativa dos mesmos no grupo Intervengao.
Uma vez que o comportamento de brincadeira em juvenis € relevante para o desenvolvimento
de comportamentos sociais na vida adulta (AUGER & OLESEN, 2009; VAN DEN BERG et
al., 1999; VON FRIJTAG et al., 2002), é possivel que as alteragdes encontradas em PP30 — no
caso deste trabalho, na supinacdo — possam ter influenciado o desenvolvimento dos
comportamentos agonisticos subsequentes em adultos, conforme os presentes resultados
encontrados. E importante levar em conta que, conforme sugerido por alguns pesquisadores, a
brincadeira de luta ¢ considerada uma forma juvenil de comportamento agonistico, o qual
precede os comportamentos agressivos em adultos (DELVILLE et al., 2005; PANKSEPP et
al., 1984; PELLIS, 2002; VEENEMA & NEUMANN, 2009).

Conforme abordado anteriormente, o comportamento de brincadeira em juvenis pode
ser influenciado pela qualidade do cuidado maternal ou por intervengdes experimentais no
inicio da vida. De fato, filhotes de roedores cujas maes apresentam maior cuidado maternal,
com eclevada frequéncia de lambidas no periodo neonatal, apresentam redugdo do
comportamento de brincadeira (PARENT et al.,, 2013). Esse resultado ¢ semelhante ao
mostrado aqui, pois os juvenis que tiveram reducdo no comportamento de brincadeira sdo
oriundos de maes que apresentaram aumento no comportamento maternal (presenga no ninho)
sendo que, neste caso, o comportamento da mae foi influenciado pela provocagdo social.
Além da intervencdo usada no presente trabalho, outros modelos de intervencdes perinatais
também afetam o comportamento de brincadeira em juvenis. Por exemplo, o estresse pré-natal
em ratas prenhes, nos dias de gestagdo 14 até 21, reduz os niveis de supinacdo na prole

analisada em PP31 (WARD & STEHM, 1991). Além disso, ratos machos expostos a
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manipulacdo neonatal diaria de PP1 até PP10, por 1 min, apresentam redugdo nos
comportamentos de ataque e de perseguir em PP25, PP30 e PP35 (KARKOW et al., 2013).
No entanto, em outro protocolo de manipulag@o neonatal — envolvendo separagdes da mae por
15 min de PP2 até PP15 — foi encontrado aumento do ataque e da supinagdo em juvenis
(SIVIY & HARRISON, 2008). A separacdo maternal de PP1 a PP14, também leva a
alteracdes no comportamento de brincadeira, aumentando o comportamento de ataque, porém,
reduzindo a supinagcdo (VEENEMA & NEUMANN, 2009).

A maior sensibilidade destes estudos em detectar alteracdes em diferentes
comportamentos de brincadeira comparados com o presente estudo poderia ser justificado
pelo fato de que aqui o registro comportamental de cada colonia de juvenis foi de apenas um
dia, diferentemente da frequéncia de registros realizados na maioria destes outros estudos. E
possivel, portanto, que se fosse realizado um registro mais extenso, observassemos diferengas
adicionais no comportamento de brincadeira entre juvenis. A maior sensibilidade daqueles
estudos também poderia ser justificada pela frequéncia de exposicdo a situacdo estressora,
bem como o grau de severidade do estresse. O tempo de exposi¢do ao agente estressor, bem
como variagdes nos cuidados maternais, peculiar de cada rata, poderiam repercutir no
comportamento dos juvenis. No seu conjunto, esses resultados mostram que estresse e
alteracdes ambientais podem interferir no comportamento de brincadeira em juvenis e este
pode ser determinante para o desenvolvimento encefalico e para os comportamentos na vida
adulta. Nao descartamos porém, que a diminuicdo do comportamento de brincadeira seja
resultado de uma resposta adaptativa da prole, uma vez que os filhotes permaneciam na caixa
junto com a mae durante a provocagao social em PP2 e PP5. Entdo, a redugdo da atividade
(comportamento de brincadeira) entre ratos juvenis poderia ser interpretada como um modo
de evitar a deteccdo por predadores e de responder a um ambiente socialmente hostil, pois se

sabe que machos adultos podem apresentar comportamentos agressivos ou infanticidas no
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periodo neonatal, mesmo contra sua propria prole (EBENSPERGER, 1998; COOKE &
SHUKLA, 2011; SIVIY & HARRISON, 2008).

A provocagdo social em ratas lactantes durante o periodo pos-parto ndo afetou CORT,
OT e PRL plasmaticas quando avaliada em juvenis em PP31. Tais resultados podem ser
justificados pela idade dos animais, uma vez que ratos submetidos a intervencdo neonatal em
outros estudos apresentam diferencas na PRL plasmatica somente apds a puberdade
(SEVERINO et al., 2004). Também deve ser levada em conta a variagdo circadiana hormonal
e a atividade pulsatil do eixo HHA, pois as amostras de plasma nesse estudo foram coletadas
durante o periodo escuro, que sabidamente apresenta menores concentracdes hormonais
(LIGHTMAN et al., 2000). Quanto a auséncia de diferengas na OT, esse resultado estaria de
acordko com o de VEENEMA e colaboradores (2013), no qual a injecdo
intracerebroventricular (ICV) de um antagonista de OT nl3o causou alteragdes no
comportamento de brincadeira de ratos juvenis (PP35). Contudo, a administragdo de OT
sintética no septo lateral reduz o comportamento de brincadeira em fémeas (entre PP33 e
PP36) (BREDEWOLD et al., 2014). Interessantemente, a reducdo do comportamento de
brincadeira nos animais Intervencdo foi acompanhada por uma diminuig¢do na AVP
plasmatica. Esse resultado pode ser comparado com estudos que relacionam a atividade da
AVP com a regulacdo do comportamento de brincadeira. Similarmente aos presentes achados,
o antagonismo da AVP no hipotalamo diminui o comportamento de brincadeira em hamsters,
principalmente o comportamento de ataque em PP35 (CHENG & DELVILLE, 2009). Outros
estudos também mostram que o aumento da ativagdo de neurdnios vasopressinérgicos no
hipotdlamo ocorre apds a consumag@o da luta de brincadeira em hamsters juvenis em PP35
(CHENG & DELVILLE, 2008). Contudo, o aumento da expressdo de mRNA da AVP no
hipotalamo e no nucleo proprio da estria terminal em ratos submetidos & separacdo maternal

foi acompanhado por um aumento do comportamento de brincadeira de ataque em PP35
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(VEENEMA & NEUMANN, 2009). Baseado nesses achados, sugere-se que poderia haver
diferengas entre os grupos nos niveis centrais dos horménios envolvidos em comportamentos
sociais — tais como a OT e a AVP — o que poderia ser relacionado as redu¢des encontradas
nos comportamentos sociais em individuos juvenis (LIM et al., 2005; GORDON et al., 2011;
HIGASHIDA et al., 2012; KARKOW et al., 2013; VEENEMA, 2012; VEENEMA et al.,
2013; WANG et al, 2012). O estudo dos aspectos hormonais do comportamento de
brincadeira pode ser 1til na investigagdo de transtornos humanos, tais como no autismo
juvenil, no transtorno de hiperatividade e déficit de atengdo, depressdo e esquizofrenia
(COOKE & SHUKLA, 2011; VANDERSCHUREN et al., 1997).

Eventos ambientais que ocorrem no inicio da vida, tais como o estresse e as variacoes
na intensidade de cuidado maternal, podem ter efeitos duradouros em uma ampla variedade de
comportamentos, tais como ansiedade, intera¢ao social e respostas ao estresse na idade adulta
(LABAN et al.,, 1995; ROTS et al., 1996; ARNOLD & SIVIY, 2002; LEHMANN &
FELDON, 2000; MEERLO et al., 1999; RAINEKI et al., 2013; KAFFMAN & MEANEY,
2007). Para avaliar os possiveis efeitos da interveng¢do neonatal — provocagdo social em PP2 e
PP5 — sobre a ansiedade na prole adulta, foram realizados neste estudo os testes de campo
aberto e de labirinto em cruz elevado. Quanto ao campo aberto, utilizado para avaliar
locomoc¢do e ansiedade nos ratos adultos, ndo foram observadas variacdes resultantes da
intervengdo neonatal. A intervencdo também ndo causou alteragcdes de comportamento no
labirinto em cruz elevado na prole adulta. Dados da literatura quanto ao efeito de diferentes
protocolos sobre a ansiedade na prole adulta de mées que sofreram interven¢do no periodo
perinatal sdo controversos. Animais submetidos & manipulagdo neonatal ou aqueles filhotes de
maes com elevada frequéncia de lambidas apresentam reducdo da ansiedade quando testados
na vida adulta (PADOIN et al., 2001; URIARTE et al., 2007). Por outro lado, animais

submetidos & separacdo maternal ou aqueles cujas maes apresentam menor intensidade de



89

lambidas no periodo neonatal, mostram maior ansiedade quando adultos (LEHMANN &
FELDON, 2000; MEANEY, 2001; URIARTE et al., 2007). No modelo de estresse proposto
aqui, ndo observamos o efeito da intervencdo sobre a ansiedade na idade adulta. Tais
divergéncias poderiam ser justificadas pelos diferentes protocolos de intervengdo. No entanto,
fémeas dos grupos Intervengdo e Controle apresentaram maior percentagem de entradas nos
bracos abertos e, consequentemente, menor percentagem de entradas nos bragos fechados,
evidenciando menor ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado quando comparadas aos
machos. Tais diferengas de sexo também foram observadas por outros autores (JOHNSTON
& FILE, 1991; MARCONDES et al, 2001; STARR-PHILLIPS & BERRY, 2014;
ZIMMERBERG & FARLEY, 1993).

Como anteriormente apontado, os comportamentos sociais sdo amplamente
encontrados em espécies animais como os mamiferos, incluindo desde roedores até humanos
(CARTER & KEVERNE, 2002). Assim, estudos sob a oOptica evolutiva, etologica e
fisiologica s@o fundamentais no entendimento dos aspectos basicos do comportamento social,
bem como na melhor compreensdo de transtornos relacionados a disfungdes sociais
(CHOLERIS et al., 2004; LUKAS & NEUMANN, 2013; NEUMANN & LANDGRAF,
2012; YRIGOLLEN et al., 2008). Uma vez que os comportamentos sociais em individuos
adultos podem ser decorrentes de experiéncias no periodo perinatal (BOWLBY, 1958;
CUSHING & KRAMER, 2005; GUDSNUK & CHAMPAGNE, 2012; VEENEMA, 2009;
HARLOW et al., 1965), investigamos neste estudo esses comportamentos pelo teste de
interagdo social. A provocagdo social na diade mae-ninhada em PP2 e PP5 ndo causou
mudangas nos comportamentos afiliativos dos ratos adultos, conforme observado pelas
frequéncias, duragdes e laténcias do comportamento de cheirar. Também ndo foi observada
interferéncia da intervengc@o no periodo neonatal em comportamentos sociais quando os

individuos estavam no mesmo territorio ou em territorios diferentes nas caixas de teste.
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Contudo, a provocacao social reduziu a laténcia dos comportamentos agressivos — ou seja, 0s
ratos adultos submetidos a intervengdo iniciaram comportamentos agonisticos mais
rapidamente que os Controles.

Trabalhos anteriores realizados com estresse pré-natal ou com manipulagdo neonatal
em ratos demonstraram que, na idade adulta, essas interven¢des perinatais diminuem
comportamentos afiliativos — tais como o de cheirar — e aumentam os comportamentos
agonisticos — ou seja, os agressivos (DE SOUZA et al., 2013; TODESCHIN et al., 2009;
VEENEMA, 2012). Os ratos que naturalmente recebem menor frequéncia de lambidas de
suas maes quando filhotes, também apresentam reducdo dos comportamentos afiliativos e
aumento de agressividade no teste do intruso quando adultos (MENARD & HAKVOORT,
2007; STARR-PHILLPS & BERRY, 2013). Logo, diferente dos achados de outros autores, a
intervengdo neonatal usada neste trabalho levou a uma alteracdo especifica nos
comportamentos agonisticos, sem influenciar os demais comportamentos sociais. O aumento
da agressividade em ratos submetidos a intervengdo no periodo neonatal pode ser visto como
uma adaptacdo a um ambiente socialmente adverso e com alta competitividade, a qual foi,
possivelmente, induzida pela provocagdo social durante o periodo neonatal, uma vez que os
filhotes permaneceram na caixa durante a provocagdo social. Em humanos, a exposi¢dao da
crianca a experiéncias adversas, como violéncia doméstica, pode leva-la a apresentar uma
série de problemas comportamentais e transtornos mentais a curto ou a longo prazo, tais
como: agressividade impulsiva, comportamentos violentos e antissociais ¢ competéncia social
diminuida (BEDI & GODDARD, 2007; CLEMENTS et al., 2008; DODGE et al., 1990;
EDLESON 1999; ERNST et al., 2008; FANTUZZO & FUSCO, 2007; HERRENKOHL et al.,
2008; HUMPHREYS, 2007; LOEBER & STOUTHAMER-LOEBER, 1998; SPILSBURY et

al., 2008).
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Experiéncias sociais durante o periodo juvenil — assim como o comportamento de
brincadeira — contribuem para o desenvolvimento encefélico apropriado que, enfim, ativa a
expressdo de comportamentos sociais e reprodutivos no adulto, tais como estabelecimento de
dominancia ¢ de buscar parceria sexual (COOKE & SHUKLA, 2011). Dessa maneira, o
aumento da agressividade nos animais adultos submetidos a interven¢do também pode ser
relacionado a redugdo encontrada especialmente na brincadeira de luta em juvenis. O estresse
pré-natal e a manipulag@o neonatal, por exemplo, reduzem os comportamentos de brincadeira
em ratos juvenis (KARKOW et al., 2013; WARD & STEHM, 1991), porém, aumentam os
comportamentos agressivos em ratos adultos (DE SOUZA et al., 2013; TODESCHIN et al.,
2009). Ademais, experimentos de privagdo do comportamento de brincadeira ou isolamento
social em roedores juvenis resultam em alteracdo do desenvolvimento normal motivacional,
social e emocional a longo prazo, quando adultos (COOKE & SHUKLA, 2011; HOLT et al.,
1999; TANAKA et al., 2010; VAN DEN BERG et al., 1999).

Os resultados obtidos no presente trabalho revelaram que, além do efeito causado pela
provocagdo social, também foram encontradas diferencas quanto ao sexo no teste de interagdo
social: as fémeas tiveram menor frequéncia de cheirar, menor frequéncia e maior laténcia de
comportamentos agressivos, menor frequéncia sem apresentar comportamentos sociais
quando estavam no mesmo territério e maior tempo gasto em diferentes territorios. Logo,
pode-se dizer que, de modo geral, as ratas adultas apresentaram reducdo dos comportamentos
afiliativos e agonisticos comparados aos machos. Este achado estaria de acordo com estudos
anteriores (CARRIER & KABBAJ, 2012; JOHNSTON & FILE, 1991; STACK et al., 2010),
sendo que esse dimorfismo sexual no teste pode ser devido a secre¢do diferenciada de
horménios gonadais na puberdade. Tais hormonios sdo necessarios para o desenvolvimento
de sistemas neurais especificos subjacentes a interacdo social em ratos adultos (FILE &

SETH, 2003). Quanto aos resultados dos comportamentos agonisticos em machos e fémeas,
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sugere-se que o teste do intruso seria mais apropriado para analisar o comportamento
agressivo dos animais (KOOLHAAS et al., 2013).

Além da analise comportamental realizada nos ratos adultos, também foram avaliadas
as respostas da OT, AVP, PRL ¢ CORT plasmaticas ao estresse por contencdo. Apesar desse
estressor ser considerado estimulador da liberagdo de OT ¢ PRL (FREEMAN et. al., 2000;
JEZOVA et al., 1995; ONAKA et al., 2012), os presentes resultados ndo indicaram alteragdo
dos niveis plasmaticos desses hormonios causados pela contengdo. A auséncia de efeito do
estressor sobre a concentragdo plasmatica de PRL pode ser devido ao fato de que o pico de
liberacdo desse hormonio ocorre aos 15 min (ASAI et al., 2004; SEVERINO et al., 2004;
WAKABAYASHI et al.,, 1971), sendo que a contencdo durou 30 min. A AVP, a qual
participa da regulacdo do eixo HHA, ¢ liberada por estressores especificos, tais como:
hemorragia, privacdo de agua, hipoglicemia, choque nas patas, nado forcado e derrota social
(CARRASCO & VAN DE KAR; ENGELMAN et al., 2004; JEZOVA et al., 1995;
PAPADIMITRIOU & PRIFTIS, 2009; SCOTT & DINAN, 1998). No entanto, o estresse
agudo por conten¢do ndo alterou a concentragdo plasmatica de AVP, corroborando estudos
anteriores (HASHIMOTO et al., 1989; JORGENSEN et al., 2002).

Contudo, os presentes resultados indicaram que o estresse por contengdo aumentou os
niveis plasmaticos de CORT comparados aos animais ndao submetidos ao estressor (os
intactos). Este achado estd de acordo com estudos os quais também relataram aumento na
concentragdo plasmatica de CORT em ratos expostos de forma aguda ao estresse por
conten¢dao (BARHA et al., 2007; BEANE et al., 2002; LING & JAMALI, 2003; TORRES et
al., 2001). Quanto a possiveis diferencas entre machos ¢ fémeas na OT, AVP e CORT, nio foi
encontrado efeito de sexo nos hormonios plasmaticos, o que vai de encontro com achados na

literatura (JEZOVA et al., 1996; TAYLOR et al., 2000; VERMA et al., 2011). Contudo, ndo
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descartamos que tais diferencas sejam encontradas apds determinagdo do ciclo estral, ndo
avaliado nas nossas ratas antes da coleta de sangue.

Segundo trabalhos realizados com intervengdes perinatais ou com variagdes naturais
do comportamento maternal em animais, assim como estudos em humanos, o ambiente
precoce pode influenciar de forma duradoura as respostas neuroendocrinas ao estresse (HEIM
et al., 2008; KAFFMAN & MEANEY, 2007, LEHMANN & FELDON, 2000; LEVINE,
2001; PADOIN et al., 2001). Roedores expostos a manipulagdo neonatal ou a mies que
naturalmente lambem mais seus filhotes apresentam atenuagdo das respostas ao estresse na
vida adulta (PADOIN et al., 2001; MEANEY, 2001), enquanto a exposicdo a separagdo
maternal ou a menores intensidades de lambidas levam a exacerbacdo dessas repostas
(LEHMANN & FELDON, 2000; MEANEY, 2001). Contudo, a exposi¢do dos ratos a
provocagdo social em PP2 e PP5 — a qual levou a mudanga do comportamento maternal — ndo
influenciou as respostas hormonais plasmaticas ao estresse por contengdo na vida adulta. A
auséncia de diferencas entre grupos Controles e Intervengdo na concentragdo de CORT pode
ser explicado pela auséncia de diferenga na frequéncia de lambidas entre maes controles e
provocadas durante o periodo neonatal. Roedores submetidos a maior intensidade de lambidas
naturalmente ou por manipulacdo neonatal apresentam aumento na expressao de receptores de
glicocorticoides no hipocampo via um mecanismo epigenético (MITCHELL et al., 1990,
YAU et al.,, 1997, CHAMPAGNE & CURLEY, 2009). Logo, a maior concentragdo destes
receptores no hipocampo aumenta a eficiéncia da retroalimentacdo negativa sobre o eixo
HHA, conforme encontrado nas respostas atenuadas ao estresse em ratos manipulados, ou
filhotes que receberam mais lambidas naturalmente (PADOIN et al., 2001; MEANEY, 2001;
URIARTE et al., 2007). Entretanto, estudos adicionais seriam necessarios para afirmar se a
intervengdo neonatal usada neste trabalho realmente nao influencia as respostas ao estresse na

vida adulta. A analise temporal da liberacdo de hormonios ap6s um estresse agudo, o uso de
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protocolos de estresse repetido ou cronico, assim como a investigagdo de pardmetros centrais,
seriam modelos tuteis. Ademais, também seria interessante o uso de diferentes tipos de
estressores, principalmente aqueles com caracteristicas sociais tais como o isolamento social e
a derrota social (ENGELMAN et al., 2004; SMITH & WANG, 2012), uma vez que este
trabalho encontrou alteragdes em comportamentos sociais.

Apesar da falta de efeitos dependentes do sexo e¢ do estresse, foram encontradas
diferencas significativas na OT plasmatica entre animais adultos Controles e Intervencao,
semelhante ao resultado encontrado em filhotes de 7 dias. Isto é, os ratos submetidos a
provocagdo social no periodo neonatal apresentaram menores concentragdes deste horménio
quando adultos comparados aos controles. Os resultados da OT plasmatica reduzida em
adultos expostos a intervencdo podem ser relacionados ao trabalho de MURGATROYD e
NEPHEW (2013). Aqueles autores observaram que fémeas submetidas a um modelo de
estresse cronico social no inicio da vida apresentam expressao central diminuida do gene da
OT quando adultas. Interessantemente, ja foi descrito que anormalidades nos sistemas
ocitocinérgico e vasopressinérgico podem influenciar significativamente o comportamento
agressivo, ¢ que a OT tem efeitos antiagressivos (CALCAGNOLI et al., 2013, 2014;
LANDGRAF & NEUMANN, 2004). Logo, podemos relacionar os niveis reduzidos do
horménio OT com a agressividade aumentada em ratos submetidos a intervencao no presente
trabalho. Para exemplificar essa relagdo, podem ser mencionados o estresse pré-natal e a
manipulagdo neonatal, pois sdo intervengdes perinatais que, além de aumentarem o
comportamento agressivo em ratos adultos, também provocam reducdo de neurdnios
ocitocinérgicos no PVN hipotalamico (DE SOUZA et al., 2013; TODESCHIN et al., 2009).

Diferente do encontrado nos filhotes e nos juvenis, ndo foram observadas quaisquer
diferengas na AVP plasmatica entre animais adultos, Controles e Interveng¢do. Embora a

concentragdo plasmatica de AVP ndo tenha sido diferente, ndo descartamos que esse
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horménio associado ao comportamento agressivo esteja aumentado nas regides encefalicas
dos ratos submetidos a intervengao (FERRIS, 2005; LANDGRAF & NEUMANN, 2004;
NEUMANN & LANDGRAF, 2012; NEUMANN et al., 2010; VEENEMA & NEUMANN,
2008). O circuito da AVP envolvido nos comportamentos agressivos e territoriais (em
machos) compreende a amigdala medial, o nicleo proprio da estria terminal, projecdes para o
septo lateral e regides hipotalamicas — principalmente o hipotdlamo anterior (DE VRIES &
BUIJIS, 1983; FERRIS et al., 1997, GOBROGGE et al., 2007; KOOLHAAS et al., 1998). A
injecdo de AVP no hipotalamo anterior de hamsters reduz a laténcia para o comportamento
agressivo (FERRIS et al., 1997). Ademais, ratos que sofreram manipulagdo neonatal
apresentam, além das alteragdes mencionadas anteriormente, aumento no numero de
neurdnios vasopressinérgicos no PVN (TODESCHIN et al., 2009). Do mesmo modo, a
separagdo maternal em ratos também pode levar ao aumento da agressividade, assim como a
maior expressdo de mRNA da AVP no PVN e no SON hipotalamicos (VEENEMA et al.,
2000).

Estudos dos hormonios OT ¢ AVP sdo muito relevantes para a compreensao das bases
fisiologicas dos comportamentos sociais, abrangendo desde comportamentos afiliativos —
como o comportamento maternal, a relagio mae-filho e interagdes sociais positivas entre os
individuos — até comportamentos agonisticos — no caso da agressividade (HEINRICHS &
DOMES, 2008; NEUMANN & LANDGRAF, 2012; VEENEMA, 2012). Além disso, as
disfun¢des sociais presentes em diversas psicopatologias estdo envolvidas com alteragcdes nos
sistemas ocitocinérgico e vasopressinérgico (COCCARO et al., 1998; LUKAS &
NEUMANN, 2013; NEUMANN & LANDGRAF, 2012; YRIGOLLEN et al., 2008). Ao
analisarmos os resultados de hormoénios em animais de diferentes idades, tais como a OT ¢ a
AVP, devemos levar em conta que, apesar de ndo terem sido encontradas diferencas entre os

grupos nos niveis plasmaticos hormonais em alguns casos, ¢ possivel que sejam encontradas
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diferengas em estruturas encefalicas — tais como no hipotalamo, amigdala e niicleo accumbens
(ENGELMAN et al, 2004; LANDGRAF & NEUMANN, 2004; NEUMANN &
LANDGRAF, 2012; ONAKA et al., 2012; STEVENS et al., 2013; VEENEMA, 2012;
VEENEMA & NEUMANN, 2008).

Além dos niveis centrais desses neuropeptideos, ¢ igualmente importante a analise dos
receptores de OT ¢ AVP. O estudo de FRANCIS e colaboradores (2002) demonstrou que
variagdes no cuidado maternal em ratos podem afetar a expressdao de receptores
ocitocinérgicos e vasopressinérgicos (subtipo V) da prole em estruturas envolvidas no
comportamento social, tais como a amigdala. A investigacdo da expressdao de receptores de
OT e AVP em estruturas encefalicas do arganaz-do-campo (Microtus ochrogaster, uma
espécie sociavel e monogamica de roedor) e no arganaz montanhés (Microtus montanus, uma
espécie solitaria e promiscua) ajudou a elucidar algumas bases neurobioldgicas dos
comportamentos sociais (LIM & YOUNG, 2006). Experimentos de separagdo maternal em
ratos associam os prejuizos dos comportamentos sociais as alteragdes da ligacdo (binding) de
OT e de AVP em seus receptores (OT-R e V1a-R, respectivamente) (LUKAS et al., 2010).
Camundongos knockout para o receptor de OT apresentam déficits em comportamentos
sociais (POBBE et al., 2012). Logo, futuras investiga¢cdes poderiam revelar se ocorrem
alteracdes ndo apenas nos niveis hormonais periféricos, como também nos niveis centrais e na
expressdo de seus receptores na prole submetida a intervencdo neonatal de provocacao social
usada no presente trabalho, assim como fornecer maiores explicacdes para os efeitos
comportamentais encontrados.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que a provocagao social, um modelo
usado para estudar o comportamento agressivo de ratas lactantes em trabalhos anteriores
(VEIGA et al., 2007, 2011a, 2011b), também pode ser considerado um modelo de intervencao

neonatal, levando a modificagdes no comportamento maternal e na prole de forma precoce e



97

até duradoura, semelhante a outros modelos de intervencdo perinatal. O ambiente precoce
pode exercer uma grande influéncia no desenvolvimento de diversos pardmetros
comportamentais e neuroenddcrinos, tanto em roedores quanto em humanos (ARNOLD &
SIVIY, 2002; LEHMANN & FELDON, 2000; MEERLO et al., 1999; RAINEKI et al., 2013;
KAFFMAN & MEANEY, 2007). No entanto, diferente de outros modelos de intervengdo
neonatal, a provocacdo social em PP2 e PP5 aparentemente leva a efeitos mais especificos nos
animais: ou seja, no que diz respeito aos comportamentos sociais em diferentes idades, assim
como nas alteragdes hormonais subjacentes — conforme pode ser observado nos niveis
plasmaticos de OT e AVP. Apesar de diferencgas de protocolo de intervengao e de resultados
em relagdo a outros estudos (CARINI & NEPHEW, 2013; CARINI et al., 2013;
MURGATROYD & NEPHEW, 2013; NEPHEW & BRIDGES, 2011; ZULUAGA et al.,
2013), o modelo utilizado neste trabalho também pode ser considerado como de um ambiente
socialmente aversivo. Contudo, comparado com outros estudos, as alteragdes pontuais
encontradas no presente estudo podem ser justificadas pela menor severidade do protocolo de
intervengdo neonatal utilizado.

A intervengao utilizada reduziu os comportamentos afiliativos em neonatos, reduziu os
comportamentos agonisticos em juvenis (conforme observado na diminui¢do da brincadeira
de luta), porém, aumentou os comportamentos agonisticos em adultos (conforme observado
na diminui¢do da laténcia dos comportamentos agressivos). As alteragdes encontradas nos
comportamentos sociais em trés diferentes idades podem refletir mudangas adaptativas da
prole — peculiares de cada idade — diante de um ambiente socialmente hostil e com maior
competitividade (GEORGIEV et al., 2013; VEENEMA, 2009) mimetizado pela provocagdo
social neonatal, refletindo o valor etologico da interven¢@o usada neste trabalho. O aumento
na agressividade encontrado na prole adulta submetida a um ambiente socialmente hostil pode

ser comparado com estudos em humanos (BEDI & GODDARD, 2007; CLEMENTS et al.,
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2008; EDLESON 1999; ERNST et al, 2008; FANTUZZO & FUSCO, 2007;
HERRENKOHL et al., 2008; HUMPHREYS, 2007; SPILSBURY et al., 2008). Ademais,
pode ser sugerido que as alteragdes encontradas na prole tenham sido induzidas,
indiretamente, pelas modifica¢des no cuidado maternal. Logo, mais estudos sdo necessarios
para determinar se o protocolo usado neste trabalho — ou seja, a presenca de machos
provocadores e intrusos — também pode exercer uma influéncia direta sobre os filhotes.

O estudo do comportamento social e de suas bases neuroenddcrinas em modelos
animais ¢ importante na compreensdo dos aspectos basicos da sociobiologia tanto em
humanos quanto nos demais animais. A investigacdo desse tema também pode contribuir para
a compreensdo de psicopatologias em humanos que afetam esses parametros, tais como o
autismo, a ansiedade social, a depressdo, a esquizofrenia ¢ transtornos antissociais
(CALCAGNOLI et al., 2013; COCCARO et al., 1998; COOKE & SHUKLA, 2011; LEE et
al., 2007; LUKAS & NEUMANN, 2013; NEUMANN & LANDGRAF, 2012; READ et al.,

2005; RUTTER et al., 2006; VANDERSCHUREN et al., 1997; YRIGOLLEN et al., 2008).
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9. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, € possivel elaborar as seguintes

conclusoes:

» A intervencdo usada neste trabalho, o paradigma de provocagdo social, alterou o
comportamento maternal de forma seletiva, aumentando a presenca das ratas lactantes no
ninho. Essa alteracdo comportamental das lactantes pode ser interpretada como protecdo
dos filhotes em um ambiente socialmente aversivo;

» Os comportamentos afiliativos em filhotes de ratos foram reduzidos pela intervencdo. Os
neonatos expostos a intervencdo também apresentaram reducdo dos niveis plasmaticos de
OT e PRL, porém, aumento nos niveis de AVP. Tais alteragdes hormonais podem ser
relacionadas a alteragdo comportamental encontrada. Esses resultados podem ser
decorrentes da alteracdo do vinculo mae-filhote, em resposta a um ambiente socialmente
aversivo causado pela intervengao;

» Os ratos juvenis expostos a intervengdo no periodo neonatal apresentaram redugdo do
comportamento de brincadeira, principalmente na supinagdo, a qual é considerada como
brincadeira de luta. A interven¢do também levou a reduc@o dos niveis plasmaticos da AVP,
sem afetar os outros hormonios. Tal alteragdo hormonal pode ser relacionada a alteracao
comportamental encontrada. O desenvolvimento alterado do comportamento social em
juvenis pode ser decorrente do ambiente neonatal modificado pela intervencao
experimental;

» Os animais adultos expostos a intervencdo no periodo neonatal ndo apresentaram

alteracdes na ansiedade e nas respostas hormonais ao estresse. Apesar da intervengdo nio

ter influenciado os comportamentos afiliativos na vida adulta, foram afetados de forma
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seletiva os comportamentos agonisticos — observado pelas laténcias reduzidas nos
comportamentos agressivos. Entre os hormonios analisados em adultos, a intervengdo
alterou apenas a OT, conforme pode ser observado pela reducdo dos niveis plasmaticos
basais. Tal alteragdo hormonal pode ser relacionada a alteracdo comportamental
encontrada. Os efeitos seletivos encontrados em adultos submetidos a intervencao podem
ser consequéncia da alteragdo especifica observada no cuidado maternal recebido no
periodo neonatal. Além disso, o aumento da agressividade pode ser visto como uma
adaptacdo a um ambiente socialmente aversivo, conforme mimetizado pela intervencao
neonatal;

Foram encontradas diferencas entre machos e fémeas nas idades juvenil e adulta conforme
relatado na literatura. As ratas juvenis apresentaram redug¢do dos comportamentos de
brincadeira. As ratas adultas apresentaram reducdo na ansiedade e nos comportamentos
sociais. A falta de diferencas hormonais entre os sexos — principalmente na vida adulta —
pode ser devido ao fato que o ciclo estral ndo foi controlado;

O paradigma de provocacdo social também pode ser considerado um modelo de

intervengdo neonatal, pois altera a relagdo mae-filhote, assim como leva a alteragdes

precoces e até duradouras na prole.
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Planilhas para andlise do comportamento maternal (Figura A) e para andlise do

comportamento de brincadeira (Figura B):

Lactante: DA - amamentagdo em dorso bem arqueado CN - Construgéo de ninho MN - mée no ninho (ndo amamentando)
Diado parto: ___ DP-amamentagdo em dorso pouco arqueado OFF - mae fora do ninho
Grupo: SUP - amamentagéo em supino R - recolhida de filhote
L - lamber filhote FFF -filhote fora do ninho

Data: Dia PP: DAJL - amamentagéo em dorso bem arqueado e lambendo
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Figura A: Planilha de registro cumulativo do comportamento maternal (em PP3, PP4 e PP6).
COLONIA: A - ataque CH - cheirar
Data do parto: SUP - supinagéo
Grupo: B - boxear

SAL - saltitar
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& 0 3 9 12 | 15 [ 18 | 21 | 24 [ 27 | 30 | 33 | 36 | 39 [ 42 | 45 | 48 | 51 | 54 [ 57 [1:00]1:03]1:06] 1:09| 1:12
£- A
-
9 SuP
o 0 3 9 12 | 15 [ 18 | 21 | 24 [ 27 | 30 | 33 | 36 | 39 [ 42 | 45 | 48 | 51 | 54 [ 57 [1:00]1:03)1:06]|1:09| 1:12| | B
74
o= SAL
7]
L P
o 0 3 9 12 115 |18 | 21| 24 | 27 | 30 | 33 | 36 | 39 | 42 | 45 | 48 | 51 | 54 | 57 [1:00[1:03[1:06]1:09] 1:12] "=y
74
EN
17}
w
o 0 3 9 12 | 15 [ 18 | 21 | 24 [ 27 | 30 | 33 | 36 | 39 [ 42 | 45 | 48 | 51 | 54 [ 57 [1:00]1:03]1:06] 1:09] 1:12
74
o™
17}
w

Figura B: Planilha de registro do comportamento de brincadeira em juvenis (PP30).
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ABSTRACT

The early postpartum days are critical for development in neonatal rats and stressiul
environment during this period mayv disrupt the stable reciprocal mother-infant relationship.
We aimed to investigate the impact of social instigation paradigm ({at postpartum davs 2 and
5) on the maternal care (at postpartum davs 3. 4, and §) and on the nest odor preference test in
pups (at postpartum day 7). Plasma oxytocin, arginine-vasopressin, prolactin, and
corficosterone levels were also measured in pups. We found that social instigation increased
the mother presence in the nest and decreased the nest odor preference in pups. Additionally,
pups whose mothers were socially mnstigated showed lower oxytocin and prolactin, and higher
arginine-vasopressin levels than control pups, without changes on corticosterone. Hence, we
showed that social instigation disrupted the reciprocal mother-infant relationship, changing
matemal behavior and attachunent in pups. Hormonal changes in pups may have underlain

alterations on affiliative behavior of pups.

Kevwords: maternal care; neonatal intervention: earlv-life stress; aversive social

environment; oxytocin; arginine-vasopresin; prolactin; corticosterone; Raffus norvegicus

John Wiley & Sons
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INTRODUCTION

Maternal care 15 widely present in mammals and is considered a crifical influence for
the development of their offspring (Champagne et al., 2003; Knistal. 2009}, However,
stressfll interventions on early postpartum days may disrupt the stable reciprocal mother-
infant relationship (Cimalh, Berrv & Alleva, 2003; Pryce, Bettschen & Feldon, 2001). In
rodents, neonatal handling. maternal separation. and social aversive stimuli during early
postparum davs induce changes on maternal behaviors, such as licking/grooming pups.
nursing postures, and nest building (Murgatrovd & Nephew, 2013; Pryce et al., 2001).
Exposure of rat dams to an unfamiliar instigator or an introder male increases maternal
aggression during lactation (Giovenardi et al 2000; Veiga et al.. 2011). Moreover. lactating
rats subjected to an instigator of aggressive confrontation with an intruder in the presence of
their pups change prolactin (PRL). oxvtocin (OT). and corticosterone (CORT) plasma levels,
as well as decreased maternal care m rodents (Veiga et al.. 2011). However, it was not
investigated so far the consequences of the paradigm on their pups.

Nevertheless, perinatal interventions, such as prenatal stress and neonatal handling,
can affect infant behavior, impairing preference for odors associated with the mother or nest
in rat pups, and disrupting infant-mother attachment (de Souza etal.. 2012; Rameli et al.,
2002, 2013). Additionally. inferactions between mother and pups stimulate the release of
endogenous OT in both of them (Carter. 2003; Lim & Young, 2008; Mogi, Nagasawa &
Kikmsui. 2011). This hormone has a kev role in modulating maternal. attachment and social
behaviors and. besides opioid svstem. 15 involved in motivation for seeling contact with their
mothers, possibly acting through brain reward circuits (Cromwell, 2011; Nagasawa et al.,
2012; Nelson & Panksepp, 1998). Similarly, arginine-vasopressin (AVP). a hormone involved
in the regulation of social behaviors (Veenema, 2012) and PRL. a hormone involved on the

regulation of matemal behavior, anxiety, stress, and trauma responses (Patil. Henry &

John Wiley & Sons
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Akopian. 2014). have been associated with social deficits observed in autism spectrum
disorders (Fries. Ziegler & Kurian. 2005; Lukas & Neumann 2013; Yrigollen et al., 2008).
Hence. the aim of the present work was to investigate the impact of social instigation
paradigm on mother-infant relationship. scoring cumulative maternal belavior in lactating
dams, the performance of 7-day-old pups on nest odor preference test. as well as hormonal

fesponses in pups.

METHODS
Animals

Wistar male and female rats were obtained from the Animal Facility at the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Maternal behaviour was studied m 20 adult
lactating female rats. Additionally, 10 male adult {180-davs-old) and 20 juvenile {35-davs-
old) rats were used as instigators and intruders, respectivelv. That number of juvenile rats was
used to atfenuate stress by reducing frequent exposure of the same intruder fo maternal
aggression. All rats were kept in the laboratory breeding room on a 12:12 b light/dark cvele
{lights off at 6 pm). under a controlled environmental temperature (22 = 2 °C) having free
access to water and chow (Nutrilab, Colombo, Brazil). On the dav of birth. identified as Post-
Partum Dav Zero (PPDO), § pups (4 males and 4 females) were kept with their mothers and
remained with them until PPD7, with no bedding changes or touching, except in the PPD1.
when part of the bedding was stored in tight-closed plastic bags and frozen at -80 °C for nest
odor preference test on PPD7. All experiments were performed in accordance with the NIH
guide for animal research and were approved by the Ethics Committee at UFRGS (CEUA-

UFRGS £ 21307).

Social Instization Paradigm

John Wiley & Sons
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The social instigation paradigm was performed at PPD2 and PPD3 as described
previously (Veiga et al.. 2011). Brieflv. lactating dams were observed in their resident home
cages during the dark cvele. After 15 min of habituation to a red dim light, turned on to allow
the observation by the experimenter. a social instigator male rat (180-days-old) was placed in
the cage, inside a transparent perforated acrvlic tube (10 cm diameter = 28 cm length) for 5
min. After that, the fube was removed and 5 nun later an introder male rat (35-days-old) was
placed on the corner of the cage. and the aggressive behaviors from resident female were
observed for 10 nun Parallel to this socially instigated group {n = 10), the control group (n=
10 was left undisiurbed under the same experimental environment. Pups remained in the
resident home cage, with their mother, duning the entire experimental procedure (20 nun).

After the end of social instigation paradigm. the animals returned to the breeding room.

Maternal Care

Observation of maternal behaviors were camied out similarly to previous stmudies
{Champagne et al.. 2003; Henriques et al.. 2014). Cumulative maternal behaviors were scored
at PPD3, PPDM4, and PPDE, taking from 3 sessions during the light phase (at 08:30 am_ 12:30
pu, and 3:30 pm) and 1 session during the dark phase (at 6:00 pm). under a red dim light.
Frequencies of behaviors, such as presence in nest, nest building, nursing, licking/ grooming
pups. pups off nest, and pup retrieval, were registered punctually every 3 min. during 72 min
(25 observations per session). More than one parameter could be registered at the same time.

The sum from all observational days was considered to cumulative maternal behaviors score.

Behavioral Analysis in Pups

Nest odor preference test was performed at PPD7, during the light phase (starting at

2:00 pm). Two pups (1 male and 1 female). from each lactating dam (confrol and socially

John Wiley & Sons
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mnstigated). were individually placed on the nuddle of a small Plexiglas box (34 = 40 = 24
cm), on a neutral zone dark line (2 cm wide), facing to the target beddings. At the end of the
box, on one of the corners. there was 300 mL of soiled nest bedding taken from PPD1. On the
opposite corner there was the same volume of fresh and clean bedding; both beddings were at
room temperature. In this fwo-odor choice protocol. pups performed 5 trials, lasting 1 min
each, followed bv 2 min mtervals. Nest and clean beddings were switched to the alternate
corner of the box between trials. The time spent by pups over the different areas was recorded
in each trial test. Pups were considered to be on an area when thev turned their head or the
whole body to one of the two box sides. or when they crawled to one of the sides. The total
time spent by pups on each area represents the sum from the 5 trials. The time spent in
phvsical direct contact with nest bedding was also scored. During each trial, the testing box
was cleaned with 70% ethanol and carefully dried with a soft paper. The test was performed
as described in previous works (de Souza et al., 2012; Raineki et al., 2009, 2013).

To discard false negative results in the odor preference test, two remaining pups of
each litter (1 male and 1 female from confrol and from socially instigated groups) were tested
for motor skills according fo Stigger et al.. 2013, Firstly, they were placed in the center of a
circle (13 cm diameter) divided in 4 quadrants, latency to start locomotion, positive responses
and the number of crossings over the quadrants were recorded (open field). After. pups were
placed head down on a 43° inclined and it was measured the positive responses and latencies
to turn 180° and begin crawl up the slope (negative geotaxis test). Finally, pups were placed in
supine position positive responses and latencies fo return to prone position, with all 4 paws
on the ground. were measured (surface righting tesf). All time responses in each evaluation
were linuted to a maxinmum of 60 5. Before performed the motor skills tests, pups were

weighted.

John Wiley & Sons
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Hormonal Assessment in Pups

Immediatelv after the nest odor preference test, male and female pups from mothers
that were socially instigated or from control mothers that were non-sociallv instigated were
decapitated to collect trunk blood, which was centrifinged ({10,000 RPM at 4 *C) for 10 min.
Plasma was collected and stored at -80 °C for further ELISA analysis of prolactin (PRL) (5PI-
Bio. Montigny Le Bretonneux, France), oxvtocin (OT), arginine-vasopressin (AVP), and
corticosterone (CORT) (all from Enzo Life Sciences. Farmungdale, WY, T7SA) hormone

plasma concentration.

Startistical Analysis

Student’s t-tests were performed to analyze maternal behaviors. considering social
mstigation as an independent variable. Two-way ANOVA tests were perfonmed. considering
sex and social instigation as independent variables, and behaviors from pups. as well as
changes on hormonal concentration. as dependent variables. The two-wav ANOV A was
followed by the Tukey test to detect differences between groups. Non-parametric data were
tested by the Kruskal-Wallis, followed by the Dun test. Parametric results were expressed as
Means = Standard Error of the Means (SEM). while non-parametric ones were represented as
Median + Interquartile Range (IR). Chi-Square and Fisher tests were also performed when
appropriate (on percentage of positive responses of motor skills tests). The number (n) of
animals per groups was given between parentheses in the legend of figures. Results were

considered significant if P = 0.05.

RESULTS

Maternal and Pup Behaviors

John Wiley & Sons
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Onir results showed that the social instigation paradigm increased the frequency of dam
presence in nest compared to non-socially instigated confrol lactating rats (t=2.21; df= 1% P
=(1.04) (Table 1). In fact, this was the onlv maternal care behavior that was changed by social
mstigation.

We also showed that the nest odor preference was decreased in pups whose mothers
were socially instigated compared to control pups (Friae = 6.78; P=0.01) (Figure 14).
Kmiskal-Wallis test showed that those pup rats showed a tendency to spend less fime in
physical contact with nest bedding compared to control pups (Figure 1B). Mo gender
differences were observed on the nest odor preference test.

Pups whose mothers were socially instigated did not present behavioral alterations on
motor skills tests compared to control group (P = 0.03). Latency fo starting locomotion and
number of crossings over the quadrants of the open field. as well as latencies on negative
geotaxis, and surface righting behaviors, also did not change betiween male and female pups.
Moreover, weight from pups whose mothers were socially instigated showed no difference
(116.6 = 8.3 g. n = 8) than controls pups (124.2 = 4.0 g. n = 8), without gender differences (P

=0.13).

Hormonal Responses in Pups

At PPD7. pups whose mothers were socially instigated showed lower OT (Fpy 109=
5.38. P=0.03. Figure 2A) and PRL plasma levels (Fyp .14 = 2.83. P = 0.03; Figure 2C) than
pups from control group. Interestingly. female rat pups showed lower OT levels than male
pups (Fpnaem=4.31: P=0.05: Figure 2A). Differently. AVP plasma levels were higher in male
and female pups whose mothers were socially instigated than control pups (Frag =4.30. P=
0.05; Figure 2B). CORT. however, did not change in rat pups. independently of social

mnstigation or gender (Figure 2D; P = 0.03).

John Wiley & Sons
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DISCTUSSION

Early-life aversive environments may affect the behavioral and emotional
development in mammals (Moncean & Sullivan 2003). Evidences point that alterations on
maternal behavior. dismupting the mother-infant relationship, would be the main responsible
for changes on brain plasticity and behaviors on adulthood (Cimlli et al. 2003; Pryce etal..
2001}). The present work showed that the social instigation paradigm increased frequency of
mother in the nest and decreased the nest odor preference in pups. Additionally. we showed
that pups from socially instigated mothers decreased their basal OT and PRL plasma levels, as
well as increased their AVP levels compared to controls.

Classically, social instigation protocol is used to investigate aggressive behavior in
male and female rodents (Centenaro et al.. 2008; Veiga et al.. 2011). However, there are few
studies concerning the effects social aversive stimuli on maternal behaviors (Nephew &
Bridges. 2011; Veiga et al., 2011; Zuluaga et al .2013). In our study, we showed that social
instigation. promoted by non-familiar male rats in the resident cage, increased the frequency
of dams in the nest. evidencing that this paradigm also alters maternal care in a cumulative
way. Studies in humans also point that mothers exposed to domestic violence show
compensatory increment of maternal behavier (Letourneau et al.. 2013).

Other stressful inferventions during the pennatal period also affect the maternal care.
Meonatal handling. early deprivation. or social stress by unfamiliar adult males. increase pup
licking/ grooming and modify nursing posture behaviors in lactating dams (de Azevedo et al..
2010; Pryce et al.. 2001 Zuluaga et al.. 2013). However. postnatal chronic social stress. or
prenatal resiraint stress. decrease pup licking grooming behavior in lactating dams (de Souza
et al.. 2012; Nephew & Bridges, 2011). In a previons study, we found a direct correlation

between pup licking and frequency in the nest in high pup-licking dams (Henrigues et al.,

John Wiley & Sons
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2014). Differently. Zuluaga et al. (2013) showed an inverse correlation between pup licking
and frequency in the nest when lactating dams were exposed fo the presence of unfamiliar
adult males for an extended period. Additionally, Veiga et al. (2011) showed that the total
matemnal behavior is significantlv reduced during the social instigation paradigm, evidencing
that this experiment dismupts the mother-pup interaction. Because lactating dams engage in
mnvestigative and aggressive behaviors towards the instigator or intruder males during the
experiment they decrease pups care. Thus. compared to those studies. changes on specific
matemnal care behavior in the present work may be due to a difference in frequency and
severity of the infervenfion protocol used, as well as the moment of maternal care observation.
It 15 well established the importance of matemal care since it modulates the expression
of behavioral and endocrine responses to stressful events in neonates, stinmilating cognitive
and emotional development, as well as fransmission of relevant ecological information to the
pup (Champagne ef al., 2003; Cimilli et al., 2003; McLeod, Sinal & Perrot-Sinal. 2007). The
participation of the infants in such relationship was also addressed in the present study.
Infant-mother attachment is critical for survival and cues from mother such as odor or tactile
stumuli are quickly learned by the offspring (Moriceau & Sullivan, 2003; Roth & Sullivan,
2005). Indeed. because rodents open their eyes at about 14 davs of age. odor learning is
crucial to the development of approach responses, social behavior, and mpple attachment
(Roth & Sullivan, 2003). In the first postnatal davs of life, sensory stunuli increases the locus
coeruleus activity. resulting on noradrenergic hyperactivity in the olfactory bulb and.
consequently, odor learming, that enables neonates to approach the maternal odor (Moriceau
& Sullivan. 2005; Rameld et al., 2009). Interventions during the perinatal period. such as
prenatal stress and neonatal handling, dismupt infant-mother attachment decreasing nest odor
preference in rats (de Souza et al, 2012; Raineld et al.. 2013). Similarly, the social instigation

paradigm nsed in the present work also decreased nest odor preference on PPDT pups.

10
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Additionally, nevroendocrine svstems plav a kev role on infant-mother interactions
Kojima & Alberts, 2011; Nelson & Panksepp, 1908; Lim & Young. 2006). We found that
male and female pups. whose mothers were socially instigated, have lower OT and PEL
plasma levels and higher AVP levels than control pups. It is known that maternal care, such as
the presence and tactile stumuli from mothers increases OT concenfrations in pup rats (Kojima
etal, 2012; Mogi et al., 2011). Additionally. pups, which receive more licking/ grooming
bouts from the mother. increase OT plasma levels (Henriques et al., 2014; Mogi et al., 2011).
Indeed, OT svstem is involved in motivation for seeking confact with the mother and OT
antagomst decreases the filial preference for a maternally paired odor in pup rats (Cromwell,
2011; Eojima & Alberts, 2011, Nelson & Panksepp, 1995). Moreover, OT knockout pup mice
mncrease latency to crawl to the dam when thev are separated from it (Lim & Young, 2006).
Therefore, we suggest that pups submitted to the social instigation paradigm showed lower
durations and contact with the nest bedding side than control pups due to reduced OT plasma
levels. Although we did not find gender differences in the nest odor preference test. male
showed lugher OT levels than female pups. Because lactating rats naturally lick more male
than female pups (Moore, 2007). we suppose that the higher plasma OT levels in our male
pups are due to the increased licking/'grooming received by their dams.

Studies point that OT and PRL stimulate the release of each other (Clapp & de la
Escalera. 2011) and PRL has additional effects beside milk production and maternal care
i{Larsen & Grattan, 2012) by acting on PRL receptors spread in the brain (Patil et al., 2014).
Parallel to OT. here we found that the social instigation paradigm decreased PRL plasma
levels in PPD7T pup rats. suggesting a reciprocal regulation from each other. Although there
are no studies regarding the role of PRL on infant-mother attachment, we suggest that the

mmpaired performance on nest odor preference test in our PPD7 pups is due to reduced PRL

11
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plasma levels. Interesting. allelic variants of OT and PRL genes are associated with a lack
of affiliative behaviors in humans with autism spectrum disorders (Yrigollen et al.. 2008).
Likewise, studies point that AVP also mediates affiliative behaviors, social cognition
and social approach in rodents (Veenema. 2012). However, OT and AVP show opposite
effects: while central OT exerts anxiolvtic and antidepressant effects. AVP tends to show
anxiogenic and depressive actions (Neumann & Landgraf, 2012). Coincidently, here we found
that pups. whose mothers were socially instigated. have higher AVP plasma levels than
control pups. Thus, AVP levels may also have underlain the affiliative deficits found in our
pups whose mothers were socially instigated. since a balanced activity of OT and AVP is
important for appropriate emotional behaviors (Neumana & Landgraf 2012). Interestingly,
alterations on OT and AVP systems are also observed in subjects with affiliative and social
dvsfunctions. such as in children raised in orphanages and in patients with autism spectrum
disorders (Fries et al.. 2005; Lukas & Neumann, 2013).  Although the first two weeks of
life 13 known to be a hyporesponsive period. in which pup rodents show reduced
neurcendocrine responses to stress (Levine, 2001), cold and maternal separation increase
CORT plasma levels in pups (Henngques ef al.. 2014; Kuhn, Paul & Schanberg. 1900; Y1 &
Baram. 1994} Nevertheless. the ontogeny of neural, endocrine. and behavioral responses to
stress and fear in pups appears to be age- and stressor-specific (Walker et al., 1991;
Wiedenmaver & Barr. 2001). For mstance. rat pups show inhibition of ultrasonic
vocalizations, and higher immobility, as well as increased ACTH secretion. and higher c-fos
expression in the amygdala when exposed to an unfamiliar adult male from PPD14. but not
before this age (Takahashi. 1992; Wiedenmaver & Barr, 2001). Here, at PPD7. we did not
show changes on plasma CORT in pups. Hence. we infer that the impaired performance on
nest odor preference test in our pups exposed to social instigation paradigm mav be due to

changes on OT, AVP and PEL levels. but not to an aversive response to unfamiliar male rats,

12
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In conclusion this study showed that social mstigation paradigm. which has been
clazsically used to study aggressive behavior in adult male and female rodents. may also be
considered as a model of intervention on the neonatal environment, which interferes in the
reciprocal mother-infant relationship. While dams increased the presence in nest. pups
decreased the motivation for seeking contact with the mother. Changes on behaviors in our
pups were underlined by increasing on OT and AVP. and decreasing on PRL plasma
hormones. which play kev roles on social and affiliative behaviors.

The studv of the mother-infant relationship in animal models is relevant to better
understanding the physiological basis of bonding and attaclment in such reciprocal
relationship. It 15 important to investigate the impact of social stressful environment, such as
domestic violence. in both mothers and children to provide new insights for strategies to
mental disorder treatments (Levendosky. Lannert & Yalch, 2012). Furthermore, research on
the neurcendocrine basis of social behaviors in nonhuman animals are useful to unveil the
mechanisms enrolled in affiliative and social dvsfunctions. such as those found in children

deprived of appropriate care-giving and in autism spectrum disorders.
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Table 1. Cunmmlative frequencies of maternal behaviors at Post-Parium Davs 3, 4 and 6
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in Control and in socially instigated dams (Intervention). Student’s t-fests were

performed to compare the groups.

Maternal Behavior Control Intervention P
=10 n=10

Presence in nest 1751551 241 =706 0.04*
Licking 727 =144 0123 0.38
High crouch nursing 07271141 112.10+9.72 0.34
High crouch nursing 6.54 £ 0.57 540 =090 0.29
and Licking

Total nursing 13540+ 1468 16130841 0.15
Nest building 16.82+ 350 1320241 042
Pup off nest 9=183 12.30 + 3 57 0.40

Data are expressed as Mean = 5 E M. * Different from control groups.
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