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RESUMO

O período neonatal é um momento determinante no desenvolvimento do sistema 

nervoso central. A manipulação neonatal em ratos tem sido usada como um modelo de 

intervenção capaz de causar mudanças no sistema nervoso central, com efeitos 

comportamentais na idade adulta, embora muitas vezes esses efeitos não sejam observáveis 

antes da puberdade. Assim, é possível que a presença de hormônios gonadais seja importante 

para alguns efeitos da manipulação neonatal.  O objetivo desse estudo foi verificar a 

associação entre a liberação de hormônios gonadais na puberdade e as alterações 

comportamentais observadas na idade adulta, em animais submetidos à manipulação 

neonatal, avaliando-se atividade motora e comportamento do tipo ansioso. As ninhadas 

provenientes de 22 ratas prenhes foram divididas em dois grupos: manipulado no período 

neonatal e não manipulado no período neonatal. Os animais manipulados no período neonatal 

foram separados de suas mães 10 minutos por dia, durante os primeiros 10 dias de vida e 

mantidos em uma incubadora a aproximadamente 34°C. Os animais foram desmamados aos 

21 dias e divididos em três sub-grupos: ovariectomia (a cirurgia foi realizada entre 24 e 28 os 

dias de vida), sham (cirurgia, sem retirada dos ovários) e controle. Aos 60 dias, os animais 

foram submetidos às tarefas de Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze), Campo Aberto(Open 

Field) e o Teste do Conflito. Os resultados mostraram que no Labirinto em cruz elevado 

houve um efeito do estresse, mostrando que os animais não-manipulados produzem mais 

bolos fecais. No Campo Aberto, os animais manipulados apresentaram mais respostas de 

orientação e um maior número de cruzamentos. Ambos os grupos apresentaram memória da 

exposição ao Campo Aberto, tanto em relação às respostas de orientação quanto ao número 

de cruzamentos.  Houve efeito do estresse sobre o comportamento de auto-limpeza, isto é, 

animais não manipulados apresentaram maior tempo de auto-limpeza do que os manipulados. 

No Teste do Conflito não encontramos diferenças significativas entre os grupos em qualquer 

dos parâmetros avaliados. Concluiu-se que os efeitos da manipulação no período neonatal em 

ratos não foram afetados pela ausência, desde o período pré-pubere, de hormônios ovarianos. 

Assim, a liberação desses hormônios durante o desenvolvimento não é necessária para a 

instalação dos efeitos da manipulação que se manifestam na idade adulta.

Palavras-chave: Manipulação neonatal, Privação materna, Ovariectomia, Comportamento.
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1 INTRODUÇÃO 

Durante o per�odo neonatal ocorrem adapta��es do rec�m-nascido � vida extra-uterina. 

Esse per�odo � um momento determinante no desenvolvimento do sistema nervoso central do 

rec�m-nascido. Estudos demonstram que interven��es no per�odo neonatal podem levar a 

altera��es nos sistemas nervoso, cardiovascular, respirat�rio e end�crino–metab�lico, al�m de 

altera��es comportamentais. Experi�ncias precoces alteram profundamente e 

permanentemente a trajet�ria do desenvolvimento, tendo influ�ncia a longo prazo nas fun��es 

cerebrais e no comportamento (HARLOW, 1958; LEVINE, 2005; BRANCHI; ALLEVA, 

2006). Entre essas experi�ncias, a priva��o prematura da figura materna pode influenciar o 

comportamento do indiv�duo na vida adulta, podendo levar a transtornos psiqui�tricos ou 

altera��es comportamentais em par�metros relacionados ao comportamento ansioso e 

alimentar. Em humanos, a prolongada falta de contato entre a m�e e seu filho logo ap�s o 

nascimento resulta em um significante d�ficit na rela��o m�e-beb� (KALINICHEV et al., 

2002).

A estimula��o neonatal � um modelo experimental usado em ratos para avaliar os 

efeitos que as manipula��es nesse per�odo podem acarretar no sistema nervoso central, 

levando a mudan�as comportamentais e end�crinas que aparecer�o na vida adulta. Esse 

modelo tem sido associado ao aparecimento de caracter�sticas relacionadas a comportamentos 

indicativos de depress�o, de altera��o no padr�o alimentar e de ansiedade (WIGGER; 

NEUMANN, 1999; KALINICHEV et al., 2002; SILVEIRA et al., 2005). Esse modelo de 

estresse neonatal poderia ser comparado ao estresse sofrido pelos rec�m-nascidos prematuros, 

que precisam ficar por um determinado per�odo na incubadora, ficando assim afastados do 

contato materno.

As interven��es feitas no per�odo neonatal influenciam a rela��o da m�e com os 

filhotes, e a m�e pode assumir determinados comportamentos que afetam o desenvolvimento 

do sistema nervoso dos filhotes. A frequ�ncia e a quantidade/qualidade do cuidado materno 

s�o importantes para o desenvolvimento de diversos comportamentos e alguns autores relatam 

que filhotes criados por m�es que demonstram altos n�veis de comportamento materno ou 

expostos a procedimentos de manipula��o (LIU et al., 1997; MACRI; MASON; WURBEL, 

2004; BRANCHI; ALLEVA, 2006) mostram diminui��o no comportamento do tipo ansioso 

na idade adulta (LEVINE, 1957; CALDJI et al., 1998; WEAVER; MEANEY; SZYF, 2006).

Muitos estudos t�m mostrado que varia��es no comportamento materno produzem 

modifica��es fisiol�gicas (CIRULLI; BERRY; ALLEVA, 2003; LEVINE, 1957; LIU et al., 
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1997; BRANCHI; ALLEVA, 2006) e sobre o comportamento, incluindo respostas emocionais 

(MEANEY, 2001; CUSHING; KRAMER, 2005; LEVINE, 2005) na ninhada adulta.

Outras pesquisas t�m apontado a import�ncia de um ambiente adequado para um 

desenvolvimento saud�vel, pois os rec�m-nascidos s�o mais vulner�veis nesse per�odo. 

Assim, experimentos nesta �rea s�o de grande import�ncia para futuramente relacionarmos 

eventos adversos na inf�ncia com o aparecimento de algumas patologias na vida adulta 

(BRANCHI; ALLEVA, 2006).

Em humanos, a ansiedade � definida como um sentimento vago e desagrad�vel de 

medo, apreens�o, caracterizado por tens�o ou desconforto derivado de antecipa��o de perigo, 

de algo desconhecido ou estranho (CASTILLO et al., 2000). A ansiedade n�o � em si um 

fen�meno patol�gico, ela cumpre um papel biologicamente �til, pois permite desencadear 

comportamentos adaptativos de diversos tipos (defesa, inibi��o, ataque, etc.). Entretanto, a 

ansiedade pode converter-se em um problema, quando n�o desempenha sua fun��o de alarme 

psicobiol�gico adaptativo, tornando-se uma doen�a (DUARTE; H�BNER, 1999).

Estudos de psiconeuroendocrinologia com animais demonstraram que ocorre redu��o 

da libera��o de corticosterona em resposta ao estresse em animais repetidamente privados do 

contato materno durante a inf�ncia (LEVINE, 1962; MEANEY et al., 1985a; DURAND et 

al., 1998), devido ao aumento seletivo no receptor de glicocortic�ides (MEANEY et al., 

1985b; MEANEY et al., 1988; SARRIEAU; SHARMA; MEANEY, 1988; MEANEY et al., 

1989; O’DONNELL et al., 1994), ocorrendo modifica��es do funcionamento da gl�ndula 

adrenal. 

O estrog�nio � o horm�nio respons�vel pelo aparecimento dos caracteres sexuais 

femininos e manuten��o da gesta��o. Durante o ciclo menstrual em mulheres e estral em 

ratas, os n�veis de estrog�nio variam e isso pode influenciar par�metros relacionados a 

altera��es comportamentais (LAND�N, ERIKSSON, 2003; LOVICK, 2006; de CHAVES et 

al, 2009).  Assim, os efeitos da manipula��o neonatal poderiam ser mascarados ou 

modificados em fun��o da fase do ciclo estral em que as ratas est�o, uma vez que sabemos 

que varia��es nos n�veis de horm�nios, como o estradiol, podem influenciar o grau de 

ansiedade (BODO; RISSMAN, 2006). Uma solu��o para esse problema � a realiza��o de 

ovariectomia, que consiste na retirada dos ov�rios, para que possamos analisar os resultados 

sem a interfer�ncia dos horm�nios esteroidais. 

O estresse neonatal e a varia��o hormonal podem ter forte influ�ncia no 

comportamento do indiv�duo. Respostas adaptativas apresentadas na vida adulta podem ter 

sido geradas nas primeiras fases do desenvolvimento humano. Portanto, faz-se necess�rio a 
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investigação do impacto destes fatores, sendo importante para a prática clínica da 

Enfermagem compreender os fatores que podem influenciar o comportamento humano e, 

através desse conhecimento, aprimorar o cuidado de Enfermagem baseado em evidências. 

Para tal, o desenvolvimento de modelos em animais de experimentação pode ser útil para a 

compreensão das alterações observadas em pesquisa clínica.
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral:

O trabalho teve como objetivo geral verificar a associação entre a liberação de 

hormônios gonadais na puberdade e as alterações comportamentais observadas na idade 

adulta, em animais submetidos à manipulação neonatal.  

2.2 Objetivos Específicos:

a) Verificar os efeitos da ovariectomia em período anterior à puberdade sobre o 

comportamento do tipo ansioso na idade adulta, em ratas de ninhadas intactas e 

manipuladas no período neonatal;

b) Verificar os efeitos da ovariectomia em período anterior à puberdade sobre a atividade 

locomotora e exploratória na idade adulta, em ratas de ninhadas intactas e manipuladas no 

período neonatal.
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Estresse Neonatal, Período Hiporresponsivo ao Estresse e a Relação Mãe-Filhote:

O período neonatal é crítico para o desenvolvimento neural dos filhotes. Eventos que 

ocorrem nesse período, como a separação materna, podem influenciar o comportamento 

desses animais na vida adulta. Dentre essas mudanças comportamentais encontram-se 

alterações no comportamento do tipo ansioso.

O desenvolvimento de um determinado comportamento resulta de interações genéticas 

e ambientais. Acontecimentos no período pós-natal, como os estímulos estressantes, podem 

alterar o desenvolvimento neural e o comportamento de um animal adulto (GONZÁLES et 

al., 1990). Vários estressores ou mudanças ambientais na infância têm sido associados a 

sérios problemas psiquiátricos na vida adulta, como ansiedade, depressão e distúrbios na 

alimentação (HERZOG et al., 1993; RORTY; YAGER, 1996).

As primeiras duas semanas de vida de um rato correspondem ao período perinatal 

humano. Durante essa fase, continua a ocorrer o desenvolvimento de vários sistemas, 

incluindo o sistema nervoso central (SNC). Esses primeiros dias constituem o chamado 

período hiporresponsivo ao estresse (SAPOLSKY; MEANEY, 1986), uma vez que há uma 

exacerbação do mecanismo de retroalimentação negativa dos glicocorticóides na hipófise e 

diminuição da sensibilidade da adrenal ao hormônio adrenocorticotrópico, o ACTH 

(YOSHIMURA et al., 2003).

Foi encontrada também uma maior concentração de receptores glicocorticóides no 

hipocampo (MEANEY et al., 1989), um aumento da inibição mediada pelo hipocampo e 

diminuição da excitação mediada pela amígdala na resposta neuroendócrina do eixo 

Hipotálamo-Hipófise-adrenal (HHA, Figura 1) nos animais que sofreram estresse neonatal (de 

KLOET et al., 1998).
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(LUPIEN et al., 2009)

Figura 1: Eixo Hipot�lamo-Hip�fise-Adrenal (HHA). Est�mulos ambientais externos s�o captados pelo 
sistema l�mbico, ativando os sistemas de resposta ao estresse, entre eles o eixo HHA.

A estimula��o neonatal em ratos consiste tipicamente na “manipula��o” di�ria dos 

filhotes por alguns minutos no per�odo que abrange as primeiras duas semanas de vida. Por 

outro lado, a separa��o (ou priva��o) materna consiste da separa��o dos filhotes por per�odos 

mais prolongados, isto �, de mais de 30 minutos (LIU et al., 1997).

A manipula��o tem como consequ�ncia na vida adulta uma s�rie de altera��es 

comportamentais e end�crinas que se caracterizam por uma diminui��o do medo a novos 

ambientes. Al�m disso, esses animais na idade adulta, apresentam uma resposta menos 

acentuada da secre��o de glicocortic�ides pela adrenal quando expostos a est�mulos 

estressores (LEVINE, 1993; MEANEY et al., 1993). Contudo, os n�veis basais de 

corticosterona de animais manipulados e n�o-manipulados n�o diferem entre si na idade 

adulta, mas as diferen�as entre eles parecem ser devidas a uma sensibilidade diferencial do 

sistema nervoso central ao mecanismo de retroalimenta��o negativa da adrenal (LEVINE, 

1994). 

V�rios estudos demonstraram que a manipula��o ou qualquer outro tipo de 

estimula��o do animal no per�odo neonatal provoca um dist�rbio da rela��o m�e-filhote. As 

m�es de filhotes manipulados lambem mais a sua prole do que m�es de filhotes n�o-

manipulados. Esse comportamento da m�e em rela��o ao filhote afeta o desenvolvimento do 

sistema nervoso deste (LEVINE, 1994). O dist�rbio dessa intera��o m�e-filhote promove uma 

Horm�nio liberador da corticotropina

Horm�nio adrenocorticotr�pico
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série de respostas comportamentais e fisiológicas que incluem mudanças na temperatura 

corporal, na locomoção, na frequência cardíaca e na reação emocional (HINDE; SPENCER-

BOOTH, 1971). Foi demonstrado que, além de mudanças fisiológicas, há alterações 

bioquímicas em animais que sofreram privação materna, tais como redução da atividade da 

ornitina descarboxilase e dos níveis do fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) em 

certas regiões cerebrais (SCHANBERG; KUHN, 1985).

A estimulação pós-natal aumenta a expressão de receptores para glicocorticóides no 

hipocampo e córtex frontal, duas regiões que estão envolvidas na regulação, por meio de um 

sistema de retroalimentação, da atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) 

(FRANCIS et al., 1996). No entanto, períodos de separação maternal mais prolongados, por 

cerca de 180 minutos, produzem uma diminuição da concentração dos receptores de 

glicocorticóides no hipotálamo, córtex frontal e hipocampo (LIU et al., 1997).

Os estudos acima nos indicam que o desenvolvimento dos sistemas de receptores para 

glicocorticóides em determinadas regiões do sistema nervoso são sensíveis a uma variedade 

de sinais ambientais durante o período pós-natal, ou seja, o ambiente na fase neonatal pode 

determinar a responsividade do eixo HHA ao estresse por toda a vida do animal. 

3.2 Ciclo Estral: 

O ciclo estral de ratas tem duração de quatro a cinco dias e é caracterizado por quatro 

fases: proestro, estro, metaestro e diestro, as quais podem ser determinadas pelos tipos 

celulares observados no esfregaço vaginal (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).

De acordo com Medeiros et al (2008), o proestro dura de 12 a 14 horas e é a fase de 

grandes alterações hormonais, ocorrendo picos de hormônio luteinizante (LH), prolactina 

(PRL) e hormônio folículo-estimulante (FSH). O estro é o período de 25 a 27 horas em que a 

rata está receptiva para a cópula, sendo na manhã desta fase que ocorre a ovulação. Se não 

houver a concepção, o ciclo continua com o metaestro, cerca de seis a oito horas e diestro que 

dura de 55 a 57 horas.

Estudos demonstram que o estradiol diminui a ansiedade e produz efeito 

antidepressivo em animais. Animais no proestro têm altos níveis de estradiol, diminuição do 

comportamento do tipo ansioso nas tarefas comportamentais e diminuição do tempo de 

imobilidade no teste de nado forçado comparados a fêmeas em diestro, que têm menores 

níveis circulantes de estradiol do que no proestro (FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000; 
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FRYE, WALF, 2002). Além disso, a administração de estradiol em ratas ovariectomizadas 

produz efeito ansiolítico e antidepressivo quando comparadas a animais não-tratados (WALF; 

FRYE, 2005). Os níveis de estrogênio e progesterona  mudam ao longo do ciclo estral, de 

modo que os níveis são elevados quando as fêmeas estão no estro, e baixos quando em

diestro. Essas alterações hormonais podem estar associadas com alterações comportamentais, 

especialmente com a ansiedade. Altos níveis de progesterona durante a fase lútea são 

relacionados com a coordenação motora , melhora/aprimoramento visual, memória perceptual 

e verbal. O estro vaginal ocorre após a ovulação e coincide com a formação do corpo lúteo 

(NELSON, 2005). Progesterona melhora a atenção, a memória implícita e desempenho nas 

tarefas relacionadas  ao lobo frontal, quando os níveis são elevados (LLANEZA; FRYE, 

2009). Esses achados sugerem que hormônios gonadais modulam o comportamento 

emocional em ratas fêmeas (CHAVES et al., 2009).

Em humanos, a depressão e a ansiedade estão entre os mais citados sintomas 

psicológicos relacionados à ausência de hormônios ovarianos que são observados em 

mulheres na pós-menopausa (PAOLETTI et al., 2001). Nesse período as mulheres sofrem um 

declínio de níveis circulantes de estradiol (CHAVES et al., 2009).
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4 METODOLOGIA 

4.1 Tipo de Estudo: 

Trata-se de um estudo experimental (POLIT; BECK; HUNGLER, 2004) com um 

grupo de filhotes de ratos manipulados e um grupo controle n�o manipulado. Este trabalho 

faz parte do projeto “Influ�ncia de horm�nios gonadais sobre o desenvolvimento de 

mudan�as comportamentais e neuroqu�micas na idade adulta em animais manipulados 

no per�odo neonatal” desenvolvido no Departamento de Bioqu�mica, e que foi aprovado 

pela Comiss�o de Pesquisa do Instituto de Ci�ncias B�sicas da Sa�de (ICBS), e pela 

Comiss�o de �tica para estudos em animais desta Universidade, projeto n�mero 18398.

4.2 Campo de Estudo: 

O Estudo foi realizado no Grupo de Neurobiologia do Estresse do Departamento de 

Bioqu�mica da UFRGS, Laborat�rio 37, coordenado pela Prof. Dra. Carla Dalmaz. O Grupo

tem trabalhado no sentido de pesquisar os efeitos do estresse, em especial quando cr�nico, por 

meio de modelos experimentais em animais. Em nosso laborat�rio, temos estudado os efeitos 

comportamentais induzidos por diferentes modelos de estresse em ratos. Paralelamente, 

efeitos neuroqu�micos que possam estar relacionados aos efeitos comportamentais observados 

tamb�m s�o estudados.

4.3 Popula��o e Amostra:

O n�mero de animais calculado por grupo (usando um poder de 80%, diferen�a da 

m�dia de 50%, desvio de 35% para os experimentos comportamentais) foi para um n de 11 

por grupo. O c�lculo do tamanho amostral considerou estudos pr�vios (MARGIS et al., 2004; 

ZIEGLER et al., 2005; BARRERA et al., 2005; OVERHOLSER; SOWINSKI, 2007; de 

MUTH, 2009; NOSCHANG et al., 2009a; NOSCHANG et al., 2009b; SOMERA-MOLINA 

et al., 2009). Foram utilizadas aproximadamente 22 ratas prenhes, provenientes do biot�rio do 

Departamento de Bioqu�mica da UFRGS. Os animais ser�o submetidos a um ciclo normal 

claro/escuro de 12 horas, com ra��o padronizada e �gua “ad libitum”. A partir destas 

obtivemos um n�mero estimado, partindo do princ�pio de que cada ninhada teve em m�dia 4 

machos e 4 f�meas. No m�ximo um animal por ninhada foi utilizado por grupo para evitar o 

vi�s “ninhada” (ZAR, 1996). O quadro 1 apresenta a divis�o e subdivis�o da amostra.
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CONTROLE

MANIPULADO NO PERÍODO 

NEONATAL

ovariectomizada sham controle ovariectomizada sham controle

Quadro 1 – Divisão e subdivisão da amostra.

4.4 Coleta dos Dados:

Os dados foram coletados atrav�s de protocolos de experimentos comportamentais 

para animais de laborat�rio, como se exp�e a seguir.

4.4.1 Estresse neonatal

As ninhadas foram divididas em dois grupos:

Controles (n�o-manipuladas): permaneceram sem qualquer tipo de manipula��o at� o 

desmame.

Manipuladas: os filhotes sofreram separa��o de suas m�es durante 10 minutos por dia 

do 1� ao 10� dia de vida. A m�e foi gentilmente afastada da ninhada, e em seguida todos os 

filhotes foram retirados do ninho ao mesmo tempo, sendo imediatamente colocados em uma 

incubadora com temperatura de 32�C (+1�C), enquanto a m�e permanecia na caixa moradia e 

na mesma sala da incubadora.

O dia do nascimento foi considerado dia zero. Os animais foram desmamados aos 21 

dias de vida e mantidos em grupos de 4 ou 5 por caixa, sendo separados entre machos e 

f�meas. Somente as f�meas foram utilizados neste estudo, sendo os machos utilizados para 

outro projeto. Os testes comportamentais iniciaram entre os 60 e 80 dias de vida, quando j� 

adultos (figura 2).



20

Figura 2: Incubadora onde foi realizada a manipulação neonatal.

4.4.2 Ovariectomia

Também conhecida como ooforectomia, é a remoção dos ovários (MEEKER; 

ROTHROCK, 1997). Em animais é utilizada a terminologia ovariectomia.

No presente estudo, os animais foram divididos em 2 grupos principais e 6 subgrupos: 

controle (controle, ovariectomia e sham) e manipulado no período neonatal (controle, 

ovariectomia e sham). A ovariectomia foi realizada entre os 24 e 28 dias de vida dos animais. 

Assim, para cada ninhada, uma fêmea foi submetida à ovariectomia bilateral (grupo OVX), 

uma fêmea foi submetida à cirurgia sham ou falsa ovariectomia, para simulação do estresse 

cirúrgico (grupo SHAM) (JAIME et al., 2005) e uma fêmea (grupo INTACTO) não foi 

submetida à cirurgia. Foram utilizadas apenas uma fêmea por ninhada em cada grupo. Para as 

cirurgias: após anestesia com cetamina/xilazina, depilação da região abdominal medial e 

assepsia com álcool iodado, a pele e a musculatura foram incisadas longitudinalmente, na 

linha média, próximo ao nível dos rins, abaixo da última costela, e o ovário foi identificado e 

exposto. No grupo OVX, se realizou a hemostasia através da ligação da parte superior da 

trompa com fio e excisão ovariana juntamente com a gordura circundante. Foi realizada a 

sutura da camada muscular e da pele com fio de sutura. No grupo SHAM, após a exposição do 

ovário, foi feita a recolocação dos órgãos na cavidade abdominal e sutura (JAIME et al., 

2005). Os animais ficaram em ambiente aquecido até recuperação da anestesia.
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4.4.3 Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze)

Essa foi a primeira tarefa a qual os animais foram submetidos. O teste consiste em 

colocar o animal no centro de um labirinto em formato de cruz, onde dois braços possuem 

paredes laterais, não permitindo que o animal tenha contato visual com o exterior. Os outros 

dois braços da cruz possuem as laterais abertas permitindo ao animal uma visão para o 

exterior, bem como a possibilidade de colocar a cabeça para o lado de fora do braço, dando-

lhe a noção da altura (70 cm). O teste baseia-se no fato de que animais mais ansiosos 

permanecem mais tempo nos braços fechados, onde se sentem mais protegidos, explorando 

menos os braços abertos. Cada animal foi avaliado por um tempo de 5 minutos, em sala com 

uma luz vermelha. Após a retirada dos ratos do labirinto, este foi cuidadosamente limpo para 

colocação do próximo animal. Os comportamentos que foram avaliados neste experimento 

são os seguintes:

Permanência no braço fechado: foi avaliado o tempo total de permanência do animal 

no braço fechado; também foi medida a frequência de entradas (número de vezes que o 

animal entrou no braço fechado).

Permanência no braço aberto: foi avaliado o tempo total de permanência do animal no 

braço aberto; também foi medida a frequência de entradas (número de vezes que o animal 

entrou no braço aberto) (SILVEIRA et al., 2005).

Bolos fecais: número de bolos fecais que o animal produziu.

De acordo com a figura 3.

Figura 3: Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze).
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4.4.4 Campo Aberto (Open Field)

Essa tarefa foi realizada 2 dias após o Labirinto em Cruz Elevado. O experimento 

consiste em analisar cada animal por um período de 5 minutos, em 2 dias consecutivos, em

um aparato com base retangular, medindo 60x40x50cm com 12 divisões marcadas no chão do 

aparato medindo 15x13,3 cm cada uma, sendo que a parede frontal do campo aberto é de 

vidro, permitindo a visualização do animal pelo experimentador. Após a análise experimental 

de cada animal o aparato foi totalmente limpo. Os seguintes parâmetros foram analisados:

Locomoção: foram avaliadas a frequência de cruzamentos (número de vezes que o 

animal cruzou as divisões marcadas no chão), uma medida de atividade exploratória.

Tempo nos quadrados centrais: foi avaliado o tempo de permanência na parte central 

do campo aberto em relação ao tempo despendido na periferia, um parâmetro de ansiedade.

Atividade de levantar, ou de orientação (rearings): foi avaliada a frequência (número 

total de vezes que o animal levantou sobre as patas dianteiras e movimentou a cabeça numa 

postura típica de orientação em um ambiente novo) (SILVEIRA et al., 2005). De acordo com 

a figura 4.

Atividade de limpeza (grooming): é a atividade de esfregar o corpo com as patas ou

boca e esfregar a cabeça com as patas, num comportamento característico de limpeza (figura 

5). Foi mensurado o tempo que o animal ficou realizando esse comportamento (BRANCHI; 

ALLEVA, 2006).

Bolos fecais: número de bolos fecais que o animal produziu.

Figura 4: Campo Aberto (Open Field), na figura mostra um animal realizando rearing 

(resposta de orientação).
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Figura 5: Grooming (auto limpeza) 

4.4.5 Teste do Conflito

Essa foi a última tarefa a qual os animais foram submetidos. Esse teste foi adaptado 

em nosso laboratório de acordo com Ducottet e Belzung (2004). Um dia antes desse 

experimento, o animal recebeu pellets de chocolate em sua caixa-moradia, a fim de 

familiarizar-se com esse tipo de alimento palatável e seu odor. No dia do teste, o animal foi 

colocado em uma caixa transparente, medindo 60 x 30cm e 43 cm de altura, que dispõe de 

duas plataformas, em lados opostos, afastadas uma da outra por uma distância de 35 cm. A 

plataforma onde se coloca o rato mede 18 x 13,5 cm e 11,5 cm de altura; a plataforma onde 

se coloca os pellets de chocolate tem 10 cm de diâmetro e 10,5 cm de altura. Foram 

colocados 5 pellets pesando aproximadamente 20 g, em cada sessão. Na outra plataforma foi 

colocado gentilmente o animal. O chão deste aparato foi coberto por água e maravalha. 

Durante cinco minutos foram analisados: tempo de latência para deixar a plataforma 

chegando à maravalha molhada; latência para alcançar a plataforma com o chocolate; tempo 

que o animal permaneceu na maravalha molhada; número de investidas ao alimento 

(respostas de orientação com as patas apoiadas na plataforma e o focinho direcionado ao 

chocolate); número de respostas de orientação, tempo para começar a comer, tempo de 

grooming. De acordo com as figuras 6 e 7.
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Figura 6: Teste do conflito, rato 
sobre a plataforma.

Figura 7: Teste do conflito,
animal realizando rearing.

4.5 Análise dos Dados: 

Os dados foram expressos como m�dia e erro padr�o da m�dia (E.P.M.). As 

compara��es entre os grupos experimentais foram realizadas por An�lise de Vari�ncia de 

Duas Vias (ANOVA) (tomadas a manipula��o neonatal e a cirurgia como as duas vari�veis), 

seguida pelo teste de compara��es m�ltiplas de Duncan (ZAR, 1996).

4.6 Aspectos Éticos:

Este projeto fez parte de um projeto maior no Departamento de Bioqu�mica. O projeto 

foi aprovado pela Comiss�o de Pesquisa do Instituto de Ci�ncias B�sicas da Sa�de (ICBS), e 

pela Comiss�o de �tica para estudos em animais da Universidade, projeto n�mero 18398

(Anexo A) e pela Comiss�o de Pesquisa da Escola de enfermagem – COMPESQ (Anexo B).

Os procedimentos propostos por esse projeto s�o de uso habitual por autores que 

trabalham e publicam na �rea. Obedecem as normas propostas pelos Princ�pios Internacionais 

Orientadores para a Pesquisa Biom�dica Envolvendo Animais (GOLDIM; RAYMUNDO, 

1997). Todos os esfor�os foram feitos para minimizar o sofrimento, bem como reduzir o 

n�mero de animais utilizados nesse estudo.
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5 RESULTADOS

5.1. Labirinto em Cruz Elevado (Plus Maze):

Esta tarefa foi utilizada como um parâmetro de comportamento do tipo ansioso dos 

animais. Esse teste foi avaliado em 5 minutos, durante esse tempo foram mensurados os 

seguintes parâmetros: tempo no braço fechado; tempo no braço aberto; número de entradas 

no braço fechado; número de entradas no braço aberto; número de bolos fecais. Os dados 

foram analisados por meio de Análise de Variância de Duas Vias (ANOVA), utilizando 

estresse e cirurgia como fatores fixos e tempo no braço fechado, tempo no braço aberto, 

número de entradas no braço fechado, número de entradas no braço aberto e número de bolos 

fecais como variáveis dependentes. Para esse experimento houve um N de 10-14 animais por 

grupo, totalizando N= 69. 

Conforme observado na figura 8, houve um efeito da manipulação, mostrando que os 

animais não manipulados produzem mais bolos fecais [F(1, 69) = 5,802; P = 0,019]. Não 

houve efeito da cirurgia sobre esse parâmetro [F(2, 69) = 0,791; P >0,05] ou interação.

Não foram encontradas diferenças significativas nos demais parâmetros analisados

(figuras 9 a 12) P > 0,05. ANOVA de duas vias.
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Figura 8: Número de bolos fecais. *ANOVA de duas vias, mostrando efeito do estresse [F(1, 

69) = 5,802; P = 0,019], mas sem efeito da cirurgia [F(2, 69) = 0,791; P >0,05]. N= 10 - 14 

animais/grupo.
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Labirinto em Cruz Elevado
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Figura 9: Tempo de permanência nos braços abertos. ANOVA de duas vias, não houve efeito 

do estresse [F(1, 69) = 0,217; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 69) = 0,570; P > 0,05]. N= 10 - 14 

animais/grupo.
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Figura 10: Tempo de permanência nos braços fechados. ANOVA de duas vias, não houve 

efeito do estresse [F(1, 69) = 1,010; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 69) = 0,748 P > 0,05]. N= 10 -

14 animais/grupo.
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Labirinto em Cruz Elevado
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Figura 11: Número de entradas nos braços abertos. ANOVA de duas vias, não houve efeito do 

estresse [F(1, 69) = 0,003; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 69) = 0,622 P > 0,05]. N= 10 - 14 

animais/grupo.
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Figura 12: Número de entradas nos braços fechados. ANOVA de duas vias, não houve efeito 

do estresse [F(1, 69) = 1,177; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 69) = 1,392 P > 0,05]. N= 10 - 14 

animais/grupo.
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5.2. Campo Aberto (Open Field):

Esta tarefa foi utilizada como um parâmetro de avaliação do comportamento do tipo

ansioso e da atividade locomotora dos animais, assim como da memória de habituação para 

este ambiente. Esse teste foi avaliado em 5 minutos e durante esse tempo foram mensurados 

os seguintes parâmetros: número de cruzamentos (crossings), respostas de orientação, ou 

atividade de levantar (rearings), tempo nos quadrados centrais (como medida de ansiedade), 

tempo de auto-limpeza (groomings) e número de bolos fecais. O teste foi realizado em dois 

dias. Os dados foram analisados por meio de uma análise de variância de medida repetida 

(ANOVA de medidas repetidas), utilizando como variável independente estresse e cirurgia e 

como variável dependente: número de cruzamentos (crossings), respostas de orientação, ou 

atividade de levantar (rearings), tempo nos quadrados centrais, tempo de auto-limpeza

(groomings) e número de bolos fecais. Para esse experimento houve um N de 10-14 animais 

por grupo, totalizando N= 69. 

Conforme observado na figura 13, os animais manipulados apresentaram mais 

respostas de orientação, mostrando efeito do estresse [F(1, 63) = 4,380; P = 0,04], mas sem 

efeito da cirurgia [F(2, 63) = 0,949; P > 0,05]. Ambos os grupos apresentaram memória de 

exposição ao campo aberto.  Houve efeito da sessão, o dia 1 foi diferente do dia 2, [F(1, 63) = 

10,116; P = 0,002], não havendo interação entre as variáveis Estresse e Cirurgia. ANOVA de 

medidas repetidas. N= 10 - 14 animais/grupo.
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Figura 13: Número de respostas de orientação. *ANOVA de medidas repetidas, mostrando 
efeito do estresse [F(1, 63) = 4,380; P = 0,04], mas sem efeito da cirurgia [F(2, 63) = 0,949; P > 
0,05]. Houve efeito da sessão, [F(1, 63) = 10,116; P = 0,002], não havendo interação entre as 
variáveis. N= 10 - 14 animais/grupo.

Na figura 14 podemos observar que os animais manipulados apresentaram um maior 

número de cruzamentos, mostrando efeito do estresse [F(1, 63) = 3,916; P = 0,052], mas sem 

efeito da cirurgia [F(2, 63) = 0,784; P > 0,05]. Ambos os grupos apresentaram memória da 

exposição ao campo aberto. Houve efeito da sessão, o dia 1 foi diferente do dia 2, [F(1, 63) = 

15,96681; P = 0,000171], não havendo interação entre as variáveis. ANOVA de medidas 

repetidas. N= 10 - 14 animais/grupo.
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Figura 14: Número de cruzamentos. *ANOVA de medidas repetidas, mostrando efeito do 

estresse [F(1, 63) = 3,916; P = 0,052], mas sem efeito da cirurgia [F(2, 63) = 0,784; P > 0,05]. 

Houve efeito da sessão [F(1, 63) = 15,96681; P = 0,000171], não havendo interação entre as 

variáveis. N= 10 - 14 animais/grupo

Na figura 15 podemos observar que houve efeito do estresse sobre o comportamento 

de auto-limpeza (grooming) [F(1, 69) = 5,003; P > 0,029], mas sem efeito da cirurgia [F(2, 

69) = 1,891 P > 0,05]. N= 10 - 14 animais/grupo.

Não foram encontradas diferenças significativas nos demais parâmetros analisados

(figura 16 e 17) P> 0,05.
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Figura 15: Tempo de auto-limpeza (grooming). *ANOVA de medidas repetidas, mostrando 
efeito do estresse [F(1, 69) = 5,003; P = 0,029], mas sem efeito da cirurgia [F(2, 69) = 1,891 P > 
0,05]. N= 10 - 14 animais/grupo. 
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Figura 16: Número de bolos fecais. ANOVA de medidas repetidas, não houve efeito do 

estresse [F(1, 69) = 0,119; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 69) = 0,226 P > 0,05]. N= 10 - 14 

animais/grupo.
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Figura 17: Tempo nos quadrados centrais. ANOVA de medidas repetidas, não houve efeito do 

estresse [F(1, 69) = 1,210; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 69) = 0,084 P > 0,05]. N= 10 - 14 

animais/grupo.

5.3. Teste do Conflito: 

Esse teste foi avaliado em 5 minutos, e durante esse tempo foram mensurados os 

seguintes parâmetros: latência para o rato sair plataforma 1, latência para o rato alcançar a 

plataforma 2, latência para começar comer,  tempo total que o rato permanece na maravalha 

molhada, número de investidas, número de respostas de orientação (rearings) e frequência de 

auto-limpeza (grooming).

Os dados foram analisados por meio de Análise de Variância de Duas Vias 

(ANOVA), utilizando estresse e cirurgia como fatores fixos e latência para o rato sair 

plataforma 1, latência para o rato alcançar plataforma 2, latência para começar comer,  tempo 

total que o rato permanece na maravalha, número de investidas, frequência de respostas de 

orientação (rearings) e frequência de auto-limpeza (grooming) como variáveis dependentes.

Para esse experimento houve um N de 5-13 animais por grupo, totalizando N= 48. 

Não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos em qualquer dos 

parâmetros avaliados (figura 18 a 24) P>0,05. ANOVA de duas vias.
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Figura 18: Latência para o rato sair plataforma 1. ANOVA de duas vias, não houve efeito do 

estresse [F(1, 48) = 0,96; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 0,116 P > 0,05].  N= 5-13 

animais/grupo.
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Figura 19: Latência para o rato alcançar plataforma 2. ANOVA de duas vias, , não houve 

efeito do estresse [F(1, 48) = 0,010; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 0,295 P > 0,05]. N= 5-

13 animais/grupo.
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Figura 20: Latência para o rato começar comer. ANOVA de duas vias,  não houve efeito 

do estresse [F(1, 48) = 0,40; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 0,595 P > 0,05]. N= 5-13 

animais/grupo.
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Figura 21: Tempo total que o rato permaneceu na água. ANOVA de duas vias, não houve 

efeito do estresse [F(1, 48) = 0,316; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 0,029 P > 0,05]. N= 5-

13 animais/grupo.
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Figura 22: Número de respostas de orientação (rearings). ANOVA de duas vias, não houve 

efeito do estresse [F(1, 48) = 0,741; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 0,862 P > 0,05]. N= 5-

13 animais/grupo.
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Figura 23: Número de investidas. ANOVA de duas vias, não houve efeito do estresse [F(1, 48) 

= 1,789; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 0,093 P > 0,05]. N= 5-13 animais/grupo.
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Figura 24: Freqüência de auto-limpeza (grooming). ANOVA de duas vias, não houve 

efeito do estresse [F(1, 48) = 0,331; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 2,063; P > 0,05]. N= 5-

13 animais/grupo.
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6 DISCUSSÃO

Experiências precoces podem resultar em alteração da relação mãe-filhote. Em animais 

de experimentação, utiliza-se a intervenção no período neonatal, com manipulação dos 

animais ou separação da mãe por períodos diversos. A separação da mãe por períodos curtos, 

como esta utilizada no presente trabalho, leva a uma diminuição na resposta ao estresse na 

idade adulta, enquanto a separação por períodos mais longos leva a uma resposta exagerada 

ao estresse (LEVINE, 2005).

Animais separados de suas mães durante o período neonatal podem exibir profundas e 

duradouras alterações endócrinas e nas respostas comportamentais a estressores (FRANCIS et 

al, 1996; LEVINE, 1994; MEANEY et al, 1994). A duração dessa separação pode variar, 

separações breves são denominadas manipulação neonatal, nelas o filhote é separado 10 

minutos por dia nos primeiros 10 dias de vida. Na separação neonatal o filhote é separado de 

usa mãe durante várias horas por dia nos primeiros dias de vida, esses dois tipos de separações 

podem levar a desfechos diferentes.

Animais manipulados no período neonatal apresentam reduzida responsividade do 

eixo HHA a estressores na vida adulta.(MEANEY et al, 1989). Dados da literatura mostram 

que animais manipulados exibem menos ansiedade no labirinto em cruz elevado 

(McINTOSH; ANISMAN; MERALI, 1998), defecam menos e exploram mais quando 

expostos a um ambiente novo (LEVINE et al, 1967; MEERLO et al, 1999).

Nesse estudo analisamos o comportamento do tipo ansioso do animal através de três 

testes comportamentais, a exposição ao Labirinto em Cruz Elevado (SILVEIRA et al., 2005), 

o tempo despendido pelos animais nos quadrados centrais de um Campo Aberto (SILVEIRA 

et al., 2005) e a motivação de o animal ir ao encontro da recompensa no Teste do Conflito 

(DUCOTTET; BELZUNG, 2004). Esses testes baseiam-se na sugestão de que, quanto maior 

a ansiedade, mais o animal procura por lugares onde se sinta protegido, evitando situações de 

risco, onde estaria mais exposto a um predador, por exemplo. 

No teste do Labirinto em Cruz Elevado não encontramos diferenças entre os grupos 

manipulados e não manipulados, como era esperado. Conforme observado na figura 8, os 

animais não-manipulados produzem mais bolos fecais. Sugerimos que esses animais 

apresentam um maior número de bolos fecais porque esse é o primeiro aparato a que eles 

foram expostos. A hipótese é que seria uma reação ao ambiente novo. Os números de bolos 
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fecais analisados isoladamente são considerados uma medida de reatividade emocional, mas 

não é um indicativo claro de ansiedade.

Em nossos resultados, em relação à tarefa do Campo Aberto, encontramos que os 

animais manipulados apresentaram mais respostas de orientação (figura 13). Também 

observamos que os animais manipulados apresentaram um maior número de cruzamentos 

(figura 14). Ambos os grupos apresentaram memória da exposição ao Campo Aberto. Os 

animais manipulados apresentaram mais cruzamentos e rearings do que os não manipulados, 

ou seja, aumento da atividade locomotora. Isso está de acordo com dados da literatura, 

mostrando que animais manipulados apresentam menos medo a ambientes novos, aumento da 

atividade locomotora (LEVINE, 1993; MEANEY et al., 1993). Não houve, porém, qualquer 

efeito da cirurgia, mostrando que hormônios gonadais não influenciam o desenvolvimento 

desse tipo de resposta nos animais manipulados.

Outro resultado observado foi a memória de exposição ao aparato, ou seja, o animal 

reconheceu o aparato no segundo dia de exposição, diminuindo assim o comportamento 

exploratório e a atividade locomotora do mesmo, algo que era esperado para ambos os grupos 

(manipulados e não-manipulados). Esse teste foi realizado em dois dias, sendo que no 

primeiro dia foi realizada a análise do comportamento do tipo ansioso do animal, visto que 

essa foi a primeira vez a qual o animal é exposto a esse aparato. E o segundo dia avalia a 

habituação do animal ao aparato, ou seja, avalia se houve memória de exposição ao aparato.

Observou-se no teste do Campo Aberto (figura 15) que os animais não manipulados 

apresentaram um maior tempo de auto-limpeza (grooming) do que os manipulados, não 

havendo memória de exposição ao aparato. O comportamento de auto-limpeza (grooming) 

pode aumentar quando o animal apresenta-se tranqüilo, ou em casos de ansiedade (de modo 

que apresenta uma curva em U invertido com relação ao grau de ansiedade). Assim, não pode 

ser utilizado isoladamente como indicativo de ansiedade. 

O Teste do Conflito foi outra tarefa realizada. Esse teste avalia o enfrentamento do 

animal diante de uma situação aversiva e a motivação que ele teria para ultrapassar os 

obstáculos e ir ao encontro da recompensa. Nós não encontramos diferenças significativas 

entre os grupos em qualquer dos parâmetros avaliados. Estes resultados sugerem que a 

manipulação e a liberação de hormônios gonadais não interferem significativamente no 

comportamento de ratas nesta tarefa. O que seria esperado é que os animais manipulados 

apresentassem menos medo diante a um ambiente novo, no entanto não houve diferença entre 

os grupos. Nossos animais não estavam em restrição alimentar quando foi realizada esta 
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tarefa, é possível que o fato de os animais não estarem em jejum tenha diminuído a 

motivação para a busca da recompensa.

Esse teste foi realizado inicialmente por Ducottet e Belzung (2004) em camundongos 

que foram submetidos a estresse crônico variado, e ainda não existe ampla bibliografia 

utilizando ratos.

Em nossa busca bibliográfica, observamos que, em muitos estudos relacionados à 

manipulação neonatal e comportamento do tipo ansioso, foram utilizados principalmente 

machos. Supomos que isso é devido ao fato de que nos machos não há a variação do ciclo 

estral como nas fêmeas, e isso seria mais uma variável que influenciaria na modulação da 

ansiedade. Em nosso trabalho nós fizemos esse controle por meio da ovariectomia e não 

encontramos efeitos da liberação de hormônios gonadais, encontramos apenas diferenças em 

relação a manipulação neonatal.

O conceito de diferenciação cerebral do sistema nervoso pode se distinguir em uma 

fase organizacional e de uma fase ativacional dos esteróides sexuais: a primeira é o período 

crítico durante o qual os circuitos neurais específicos de cada sexo são determinados (começa 

no período embrionário e termina no período neonatal), e a segunda é quando, no adulto, 

esses hormônios são necessários para ativar aqueles circuitos (PILGRIM; REISERT, 1992).

Não houve efeito da ovariectomia entre os grupos. A ausência de estradiol antes da 

puberdade pode ter gerado uma adaptação no organismo do animal. Os animais em estudo 

foram submetidos à ovariectomia no período pré-pubere, ou seja, não sendo expostos aos 

efeitos ativacionais dos hormônios gonadais que ocorrem durante a puberdade, como eles não 

tiveram contato com esses hormônios nesse período, sua ausência pode não ter feito falta para 

o seu desenvolvimento. 

Em ratos, a privação materna durante os 10 primeiros dias do período neonatal tem

mostrado sérias consequências para os filhotes na vida adulta, incluindo o aumento do 

comportamento do tipo ansioso e reforço das respostas neuroendócrinas ao estresse, 

particularmente entre a prole masculina. Essas mudanças comportamentais e neuroendócrinas 

persistem através da vida, associadas a mudanças epigenéticas, indicando que a presença 

materna durante o período neonatal tem significantes efeitos no desenvolvimento das redes 

neurais (KIKUSUI; MORI, 2009)

Os comportamentos de lamber, de limpeza dos filhotes, e a amamentação em dorso 

arqueado são comportamentos relacionados ao cuidado materno. Em ratos, variações no 

comportamento materno, particularmente do comportamento de lamber/limpar, regulam o 
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desenvolvimento das respostas endócrinas, emocional e cognitiva ao estresse (CHAMPAGNE 

et al, 2003). Além do mais, essas variações no cuidado materno tem sido associado com 

efeitos no desenvolvimento do sistema neural que mediam o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

e respostas ao estresse assim como certas formas de aprendizado e memória (CHAMPAGNE 

et al, 2003).

Em um estudo realizado por Caldji et al (1998) a ninhada adulta de mães alto grau 

de cuidado materno mostrou significante redução do comportamento de medo em comparação 

a ninhada de mães baixo grau de comportamento materno. Outro estudo relacionado ao 

comportamento materno mostrou que a ninhada de mães que exibiram mais lambidas e 

cuidados de limpeza em seus filhotes, durante os primeiros 10 dias de vida, mostraram 

redução plasmática de hormônio adrenocorticotrófico e cortiscosterona em resposta ao 

estresse agudo (LIU et al., 1997). Os achados sugerem que o cuidado materno tem o efeito 

protetor à ansiedade e medo na ninhada adulta, além de causar alterações na liberação de 

hormônios da adrenal.

Estudos têm mostrado que as ratas apresentam diferentes graus de cuidados com 

seus filhotes em função do sexo dos mesmos: por exemplo, mães com ninhadas contendo 

apenas machos apresentam maiores índices de cuidados maternos, como manutenção do 

ninho, lambidas, etc (ALLEVA et al., 1989). Esses dados sugerem que filhotes machos e

fêmeas estão expostos desde o período neonatal a diferentes padrões de comportamento 

materno. Podemos especular que os resultados encontrados nesse trabalho poderiam ter sido 

influenciados pelas diferenças de cuidados dispensados aos diferentes sexos da ninhada, 

porém como só trabalhamos com fêmeas, não podemos chegar a uma conclusão definitiva.

Diante de tudo o que foi exposto neste estudo, podemos nos perguntar se a 

manipulação neonatal tem realmente um efeito protetor? Visto que animais submetidos à

manipulação neonatal têm um maior cuidado materno, apresentam menos medo e 

consequentemente menos comportamento do tipo ansioso. Será que não ter medo e ansiedade 

é algo bom? A ansiedade e o medo são mecanismos adaptativos que visam proteger-nos

contra eventuais danos. A ansiedade só se torna um problema quando ela passa de algo 

adaptativo para patológico (CASTILLO et al., 2000). Indivíduos que não tem medo poderiam 

se expor à situações perigosas, colocando em risco suas vidas. Portanto o medo e a ansiedade, 

em proporções adequadas, visam a perpetuação da espécie.
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7 CONCLUSÕES

No Labirinto em Cruz Elevado houve um efeito do estresse, mostrando que os 

animais não-manipulados produzem mais bolos fecais. Não foram encontradas diferenças nos 

demais parâmetros analisados.

No Campo Aberto, os animais manipulados apresentaram mais respostas de 

orientação e um maior número de cruzamentos. Ambos os grupos apresentaram memória da 

exposição no Campo Aberto, tanto em relação as respostas de orientação quanto ao número 

de cruzamentos.  Houve efeito do estresse sobre o comportamento de auto-limpeza, animais 

não manipulados apresentaram um maior tempo de auto-limpeza do que os manipulados.

No Teste do Conflito não encontramos diferenças significativas entre os grupos em 

qualquer dos parâmetros avaliados.

Concluímos que os efeitos da manipulação no período neonatal em ratos não foram 

afetados pela ausência, desde o período pré-pubere, de hormônios ovarianos. Assim, a 

liberação desses hormônios durante o desenvolvimento não é necessária para a instalação dos 

efeitos da manipulação que se manifestam na idade adulta.

Como perspectivas para futuros trabalhos na área, sugerimos a realização da dosagem 

de corticosterona, de estradiol e o controle do ciclo estral. 
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