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RESUMO

O periodo neonatal € um momento determinante no desenvolvimento do sistema
nervoso central. A manipulacdo neonatal em ratos tem sido usada como um modelo de
intervencdo capaz de causar mudancas no sistema nervoso central, com efeitos
comportamentais na idade adulta, embora muitas vezes esses efeitos ndo sejam observaveis
antes da puberdade. Assim, é possivel que a presen¢a de hormdnios gonadais seja importante
para alguns efeitos da manipulacdo neonatal. O objetivo desse estudo foi verificar a
associagdo entre a liberagdo de hormodnios gonadais na puberdade e as alteracOes
comportamentais observadas na idade adulta, em animais submetidos a manipulagédo
neonatal, avaliando-se atividade motora e comportamento do tipo ansioso. As ninhadas
provenientes de 22 ratas prenhes foram divididas em dois grupos: manipulado no periodo
neonatal e ndo manipulado no periodo neonatal. Os animais manipulados no periodo neonatal
foram separados de suas mdes 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 trés sub-grupos: ovariectomia (a cirurgia foi realizada entre 24 e 28 os
dias de vida), sham (cirurgia, sem retirada dos ovéarios) e controle. Aos 60 dias, 0s animais
foram submetidos as 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 ndo-manipulados produzem mais
bolos fecais. No Campo Aberto, os animais manipulados apresentaram mais respostas de
orientacdo e um maior nimero de cruzamentos. Ambos 0s grupos apresentaram memoria da
exposi¢do ao Campo Aberto, tanto em relacdo as respostas de orientagdo quanto ao nimero
de cruzamentos. Houve efeito do estresse sobre o comportamento de auto-limpeza, isto é,
animais ndo manipulados apresentaram maior tempo de auto-limpeza do que os manipulados.
No Teste do Conflito ndo encontramos diferencas significativas entre os grupos em qualquer
dos parametros avaliados. Concluiu-se que os efeitos da manipulagdo no periodo neonatal em
ratos ndo foram afetados pela auséncia, desde o periodo pré-pubere, de horménios ovarianos.
Assim, a liberacdo desses horménios durante o desenvolvimento ndo é necessaria para a

instalacdo dos efeitos da manipulagédo que se manifestam na idade adulta.

Palavras-chave: Manipulagdo neonatal, Privacdo materna, Ovariectomia, Comportamento.
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1 INTRODUCAO

Durante o periodo neonatal ocorrem adaptagdes do recém-nascido a vida extra-uterina.
Esse periodo ¢ um momento determinante no desenvolvimento do sistema nervoso central do
recém-nascido. Estudos demonstram que intervenc¢des no periodo neonatal podem levar a
alteragdes nos sistemas nervoso, cardiovascular, respiratorio e endocrino—metabolico, além de
alteragdes  comportamentais.  Experiéncias  precoces alteram  profundamente e
permanentemente a trajetoria do desenvolvimento, tendo influéncia a longo prazo nas fungdes
cerebrais ¢ no comportamento (HARLOW, 1958; LEVINE, 2005; BRANCHI; ALLEVA,
2006). Entre essas experiéncias, a privagdo prematura da figura materna pode influenciar o
comportamento do individuo na vida adulta, podendo levar a transtornos psiquiatricos ou
alteragdes comportamentais em parametros relacionados ao comportamento ansioso e
alimentar. Em humanos, a prolongada falta de contato entre a mae e seu filho logo apds o
nascimento resulta em um significante déficit na relagdo mae-bebé (KALINICHEV et al.,
2002).

A estimulagdo neonatal ¢ um modelo experimental usado em ratos para avaliar os
efeitos que as manipulagdes nesse periodo podem acarretar no sistema nervoso central,
levando a mudancas comportamentais e enddcrinas que aparecerdo na vida adulta. Esse
modelo tem sido associado ao aparecimento de caracteristicas relacionadas a comportamentos
indicativos de depressdo, de alteracdo no padrdo 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 recém-nascidos prematuros,
que precisam ficar por um determinado periodo na incubadora, ficando assim afastados do
contato materno.

As intervencdes feitas no periodo neonatal influenciam a relacdo da mde com os
filhotes, ¢ a mae pode assumir determinados comportamentos que afetam o desenvolvimento
do sistema nervoso dos filhotes. A frequéncia e a quantidade/qualidade do cuidado materno
sdo importantes para o desenvolvimento de diversos comportamentos e alguns autores relatam
que filhotes criados por maes que demonstram altos niveis de comportamento materno ou
expostos a procedimentos de manipulagdo (LIU et al., 1997; MACRI; MASON; WURBEL,
2004; BRANCHI; ALLEVA, 2006) mostram diminui¢do no comportamento do tipo ansioso
na idade adulta (LEVINE, 1957; CALDJI et al., 1998; WEAVER; MEANEY; SZYF, 2006).
Muitos estudos tém mostrado que variagdes no comportamento materno produzem

modificagdes fisiologicas (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 tém apontado a importincia de um ambiente adequado para um
desenvolvimento saudavel, pois os recém-nascidos sdo mais vulneraveis nesse periodo.
Assim, experimentos nesta area sdo de grande importancia para futuramente relacionarmos
eventos adversos na infincia com o aparecimento de algumas patologias na vida adulta
(BRANCHI; ALLEVA, 2006).

Em humanos, a ansiedade é definida como um sentimento vago e desagradavel de
medo, apreensdo, caracterizado por tensdo ou desconforto derivado de antecipagdo de perigo,
de algo desconhecido ou estranho (CASTILLO et al., 2000). A ansiedade ndo é em si um
fendmeno patoldgico, ela cumpre um papel biologicamente util, pois permite desencadear
comportamentos adaptativos de diversos tipos (defesa, inibi¢do, ataque, etc.). Entretanto, a
ansiedade pode converter-se em um problema, quando ndo desempenha sua funcdo de alarme
psicobioldgico adaptativo, tornando-se uma doenga (DUARTE; HUBNER, 1999).

Estudos de psiconeuroendocrinologia com animais demonstraram que ocorre redugao
da liberacao de corticosterona em resposta ao estresse em animais repetidamente privados do
contato materno durante a infincia (LEVINE, 1962; MEANEY et al., 1985a; DURAND et
al., 1998), devido ao aumento seletivo no receptor de glicocorticoides (MEANEY et al.,
1985b; MEANEY et al., 1988; SARRIEAU; SHARMA; MEANEY, 1988; MEANEY et al.,
1989; O’DONNELL et al., 1994), ocorrendo modificagdes do funcionamento da glandula
adrenal.

O estrogénio € o hormdnio responsavel pelo aparecimento dos caracteres sexuais
femininos e manutengdo da gestagdo. Durante o ciclo menstrual em mulheres e estral em
ratas, os niveis de estrog€nio variam e isso pode influenciar parametros relacionados a
alteragdes comportamentais (LANDEN, ERIKSSON, 2003; LOVICK, 2006; de CHAVES et
al, 2009). Assim, os efeitos da manipulagdo neonatal poderiam ser mascarados ou
modificados em fun¢do da fase do ciclo estral em que as ratas estdo, uma vez que sabemos
que variacdes nos niveis de hormonios, como o estradiol, podem influenciar o grau de
ansiedade (BODO; RISSMAN, 2006). Uma solugdo para esse problema ¢é a realizagdo de
ovariectomia, que consiste na retirada dos ovarios, para que possamos analisar os resultados
sem a interferéncia dos hormonios esteroidais.

O estresse neonatal e a variagcdo hormonal podem ter forte influéncia no
comportamento do individuo. Respostas adaptativas apresentadas na vida adulta podem ter

sido geradas nas primeiras fases do desenvolvimento humano. Portanto, faz-se necessario a
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investigacdo do impacto destes fatores, sendo importante para a pratica clinica da
Enfermagem compreender os fatores que podem influenciar o comportamento humano e,
através desse conhecimento, aprimorar o cuidado de Enfermagem baseado em evidéncias.
Para tal, o desenvolvimento de modelos em animais de experimentacdo pode ser Util para a

compreensdo das alteracdes observadas em pesquisa clinica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
O trabalho teve como objetivo geral verificar a associacdo entre a liberacdo de
hormdnios gonadais na puberdade e as alteragdes comportamentais observadas na idade

adulta, em animais submetidos a manipulacdo neonatal.

2.2 Objetivos Especificos:

a) Verificar os efeitos da ovariectomia em periodo anterior a puberdade sobre o
comportamento do tipo ansioso na idade adulta, em ratas de ninhadas intactas e
manipuladas no periodo neonatal,;

b) Verificar os efeitos da ovariectomia em periodo anterior a puberdade sobre a atividade
locomotora e exploratéria na idade adulta, em ratas de ninhadas intactas e manipuladas no

periodo neonatal.



14

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Estresse Neonatal, Periodo Hiporresponsivo ao Estresse e a Relagdo Mée-Filhote:

O periodo neonatal € critico para o desenvolvimento neural dos filhotes. Eventos que
ocorrem nesse periodo, como a separagdo materna, podem influenciar o comportamento
desses animais na vida adulta. Dentre essas mudangas comportamentais encontram-se
alteraces no comportamento do tipo ansioso.

O desenvolvimento de um determinado comportamento resulta de interagfes genéticas
e ambientais. Acontecimentos no periodo pos-natal, como os estimulos estressantes, podem
alterar o desenvolvimento neural e o comportamento de um animal adulto (GONZALES et
al.,, 1990). Vérios estressores ou mudancas ambientais na infancia tém sido associados a
sérios problemas psiquiatricos na vida adulta, como ansiedade, depressdo e distirbios na
alimentacdo (HERZOG et al., 1993; RORTY; YAGER, 1996).

As primeiras duas semanas de vida de um rato correspondem ao periodo perinatal
humano. Durante essa fase, continua a ocorrer o desenvolvimento de varios sistemas,
incluindo o sistema nervoso central (SNC). Esses primeiros dias constituem o chamado
periodo hiporresponsivo ao estresse (SAPOLSKY; MEANEY, 1986), uma vez que ha uma
exacerbacdo do mecanismo de retroalimentagdo negativa dos glicocorticéides na hipofise e
diminuicdo da sensibilidade da adrenal ao hormonio adrenocorticotrépico, o ACTH
(YOSHIMURA et al., 2003).

Foi encontrada também uma maior concentracdo de receptores glicocorticoides no
hipocampo (MEANEY et al., 1989), um aumento da inibicdo mediada pelo hipocampo e
diminuicdo da excitagdo mediada pela amigdala na resposta neuroendocrina do eixo
Hipotalamo-Hipdfise-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 Hipotdlamo-Hipofise-Adrenal (HHA). Estimulos ambientais externos sdo captados pelo
sistema limbico, ativando os sistemas de resposta ao estresse, entre eles o eixo HHA.

A estimulagdo neonatal em ratos consiste tipicamente na “manipulagdo” diaria dos
filhotes por alguns minutos no periodo que abrange as primeiras duas semanas de vida. Por
outro lado, a separagdo (ou privacdo) materna consiste da separacao dos filhotes por periodos
mais prolongados, isto €, de mais de 30 minutos (LIU et al., 1997).

A manipulacdo tem como consequéncia na vida adulta uma série de alteragdes
comportamentais e endocrinas que se caracterizam por uma diminui¢do do medo a novos
ambientes. Além disso, esses animais na idade adulta, apresentam uma resposta menos
acentuada da secre¢do de glicocorticoides pela adrenal quando expostos a estimulos
estressores (LEVINE, 1993; MEANEY et al., 1993). Contudo, os niveis basais de
corticosterona de animais manipulados e ndo-manipulados ndo diferem entre si na idade
adulta, mas as diferencas entre eles parecem ser devidas a uma sensibilidade diferencial do
sistema nervoso central ao mecanismo de retroalimentacdo negativa da adrenal (LEVINE,
1994).

Varios estudos demonstraram que a manipulagdo ou qualquer outro tipo de
estimulagdo do animal no periodo neonatal provoca um distirbio da relagdo mae-filhote. As
maes de filhotes manipulados lambem mais a sua prole do que maes de filhotes ndo-
manipulados. Esse comportamento da mae em relacdo ao filhote afeta o desenvolvimento do

sistema nervoso deste (LEVINE, 1994). O disturbio dessa interacdo mae-filhote promove uma
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série de respostas comportamentais e fisiolégicas que incluem mudangas na temperatura
corporal, na locomogdo, na frequéncia cardiaca e na reacdo emocional (HINDE; SPENCER-
BOOTH, 1971). Foi demonstrado que, além de mudangas fisioldgicas, ha alteracbes
bioquimicas em animais que sofreram privagdo materna, tais como reducdo da atividade da
ornitina descarboxilase e dos niveis do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) em
certas regides cerebrais (SCHANBERG; KUHN, 1985).

A estimulacdo pdés-natal aumenta a expressao de receptores para glicocorticéides no
hipocampo e cortex frontal, duas regides que estdo envolvidas na regulagdo, por meio de um
sistema de retroalimentacdo, da atividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA)
(FRANCIS et al., 1996). No entanto, periodos de separa¢do maternal mais prolongados, por
cerca de 180 minutos, produzem uma diminuicdo da concentracdo dos receptores de
glicocorticéides no hipotalamo, cortex frontal e hipocampo (LIU et al., 1997).

Os estudos acima nos indicam que o desenvolvimento dos sistemas de receptores para
glicocorticoides em determinadas regides do sistema nervoso sdo sensiveis a uma variedade
de sinais ambientais durante o periodo pos-natal, ou seja, 0 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 duracdo 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 esfregaco 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 alteracbes hormonais, ocorrendo picos de horménio luteinizante (LH), prolactina
(PRL) e horménio foliculo-estimulante (FSH). O estro é o periodo de 25 a 27 horas em que a
rata esta receptiva para a copula, sendo na manhd desta fase que ocorre a ovulacdo. Se ndo
houver a concep¢éo, 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 tém altos niveis de estradiol, diminui¢do do
comportamento do tipo ansioso nas tarefas comportamentais e diminuicdo do tempo de
imobilidade no teste de nado for¢cado comparados a fémeas em diestro, que tém menores
niveis circulantes de estradiol do que no proestro (FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000;
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FRYE, WALF, 2002). Além disso, a administracdo de estradiol em ratas ovariectomizadas
produz efeito ansiolitico e antidepressivo quando comparadas a animais ndo-tratados (WALF;
FRYE, 2005). Os niveis de estrogénio e progesterona mudam ao longo do ciclo estral, de
modo que os niveis sdo elevados quando as fémeas estdo no estro, e baixos quando em
diestro. Essas alteragfes hormonais podem estar associadas com alteracbes comportamentais,
especialmente com a ansiedade. Altos niveis de progesterona durante a fase lutea sdo
relacionados com a coordenagdo motora , melhora/aprimoramento visual, memdria perceptual
e verbal. O estro vaginal ocorre apds a ovulagdo e coincide com a formagao do corpo llteo
(NELSON, 2005). Progesterona melhora a atencdo, a memoria implicita e desempenho nas
tarefas relacionadas ao lobo frontal, quando os niveis sdo elevados (LLANEZA; FRYE,
2009). Esses achados sugerem que hormonios gonadais modulam o comportamento
emocional em ratas fémeas (CHAVES et al., 2009).

Em humanos, a depressdo e a ansiedade estdo entre os mais citados sintomas
psicoldgicos relacionados a auséncia de hormonios ovarianos que sdo observados em
mulheres na pés-menopausa (PAOLETTI et al., 2001). Nesse periodo as mulheres sofrem um
declinio de niveis 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 ndo manipulado. Este trabalho
faz parte do projeto “Influéncia de hormoénios gonadais sobre o desenvolvimento de
mudanc¢as comportamentais e neuroquimicas na idade adulta em animais manipulados
no periodo neonatal” desenvolvido no Departamento de Bioquimica, e que foi aprovado
pela Comissdo de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), e pela

Comissdo de Etica para estudos em animais desta Universidade, projeto niimero 18398.

4.2 Campo de Estudo:

O Estudo foi realizado no Grupo de Neurobiologia do Estresse do Departamento de
Bioquimica da UFRGS, Laboratério 37, coordenado pela Prof. Dra. Carla Dalmaz. O Grupo
tem trabalhado no sentido de pesquisar os efeitos do estresse, em especial quando cronico, por
meio de modelos experimentais em animais. Em nosso laboratorio, temos estudado os efeitos
comportamentais induzidos por diferentes modelos de estresse em ratos. Paralelamente,
efeitos neuroquimicos que possam estar relacionados aos efeitos comportamentais observados

também sdo estudados.

4.3 Populacio e Amostra:

O numero de animais calculado por grupo (usando um poder de 80%, diferenga da
média de 50%, desvio de 35% para os experimentos comportamentais) foi para um n de 11
por grupo. O calculo do tamanho amostral considerou estudos prévios (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 biotério do
Departamento de Bioquimica da UFRGS. Os animais serdo submetidos a um ciclo normal
claro/escuro de 12 horas, com racdo padronizada e agua “ad libitum”. A partir destas
obtivemos um numero estimado, partindo do principio de que cada ninhada teve em média 4
machos e 4 fémeas. No maximo um animal por ninhada foi utilizado por grupo para evitar o

viés “ninhada” (ZAR, 1996). O quadro 1 apresenta a divisdo e subdivisdo da amostra.
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MANIPULADO NO PERIODO
CONTROLE NEONATAL

ovariectomizada sham controle ovariectomizada | sham controle

Quadro 1 — Divisdo e subdivisdo da amostra.

4.4 Coleta dos Dados:
Os dados foram coletados através de protocolos de experimentos comportamentais

para animais de laboratdrio, como se expde a seguir.

4.4.1 Estresse neonatal

As ninhadas foram divididas em dois grupos:

Controles (ndo-manipuladas): permaneceram sem qualquer tipo de manipulagdo até o

desmame.

Manipuladas: os filhotes sofreram separagao de suas maes durante 10 minutos por dia
do 1° ao 10° dia de vida. A mae foi gentilmente afastada da ninhada, ¢ em seguida todos os
filhotes foram retirados do ninho a0 mesmo tempo, sendo imediatamente colocados em uma
incubadora com temperatura de 32°C (+1°C), enquanto a mae 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
fémeas. Somente as fémeas foram utilizados neste estudo, sendo os machos utilizados para
outro projeto. Os testes comportamentais iniciaram entre os 60 ¢ 80 dias de vida, quando ja

adultos (figura 2).
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Figura 2: Incubadora onde foi realizada a manipulacgéo neonatal.

4.4.2 Ovariectomia

Também conhecida como ooforectomia, é a remocdo dos ovérios (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 periodo neonatal (controle,
ovariectomia e sham). A ovariectomia foi realizada entre os 24 e 28 dias de vida dos animais.
Assim, para cada ninhada, uma fémea foi submetida & ovariectomia bilateral (grupo OVX),
uma fémea foi submetida a cirurgia sham ou falsa ovariectomia, para simulacdo do estresse
cirurgico (grupo SHAM) (JAIME et al., 2005) e uma fémea (grupo INTACTO) ndo foi
submetida a cirurgia. Foram utilizadas apenas uma fémea por ninhada em cada grupo. Para as
cirurgias: ap0Os anestesia com cetamina/xilazina, depilagdo da regido abdominal medial e
assepsia com &lcool iodado, a pele e a musculatura foram incisadas longitudinalmente, na
linha média, proximo ao nivel dos rins, abaixo da Gltima costela, e o ovario foi identificado e
exposto. No grupo OVX, se realizou a hemostasia atraves da ligacdo da parte superior da
trompa com fio e excisdo ovariana juntamente com a gordura circundante. Foi realizada a
sutura da camada muscular e da pele com fio de sutura. No grupo SHAM, apés a exposic¢ao do
ovario, foi feita a recolocacdo dos 6rgdos na cavidade abdominal e sutura (JAIME et al.,

2005). Os animais ficaram em ambiente aquecido até recuperagdo 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 bracos possuem
paredes laterais, 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 nocdo da altura (70 cm). O teste baseia-se no fato de que animais mais ansiosos
permanecem mais tempo nos bragos fechados, onde se sentem mais protegidos, explorando
menos os bragos abertos. Cada animal foi avaliado por um tempo de 5 minutos, em sala com
uma luz vermelha. Ap0s a retirada dos ratos do labirinto, este foi cuidadosamente limpo para
colocagdo do préximo animal. Os comportamentos que foram avaliados neste experimento
s80 0s seguintes:

Permanéncia no braco fechado: foi avaliado o tempo total de permanéncia do animal

no braco fechado; também foi medida a frequéncia de entradas (nUmero de vezes que 0
animal entrou no braco fechado).

Permanéncia no brago aberto: foi avaliado o tempo total de permanéncia do animal no

braco aberto; também foi medida a frequéncia de entradas (nimero de vezes que o animal
entrou no braco aberto) (SILVEIRA et al., 2005).
Bolos fecais: numero 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 ap6s o Labirinto em Cruz Elevado. O experimento
consiste em analisar cada animal por um periodo de 5 minutos, em 2 dias consecutivos, em
um aparato com base retangular, medindo 60x40x50cm com 12 divises marcadas no chéo do
aparato medindo 15x13,3 cm cada uma, sendo que a parede frontal do campo aberto é de
vidro, permitindo a visualizagdo do animal pelo experimentador. Apds a analise experimental

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

Locomocdo: foram avaliadas a frequéncia de cruzamentos (nimero de vezes que 0
animal cruzou as divisdes marcadas no chdo), uma medida de atividade exploratoria.

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

do campo aberto em relagdo ao tempo despendido na periferia, um parametro de ansiedade.

Atividade de levantar, ou de orientacdo (rearings): foi avaliada a frequéncia (numero

total de vezes que o animal levantou sobre as patas dianteiras e movimentou a cabec¢a numa
postura tipica de orientacdo em um ambiente novo) (SILVEIRA et al., 2005). De acordo com
a figura 4.

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

boca e esfregar a cabeca com as patas, num comportamento caracteristico de limpeza (figura

5). Foi mensurado o tempo que o animal ficou realizando esse comportamento (BRANCHI;
ALLEVA, 2006).

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

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

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

4.4.5 Teste do Conflito

Essa foi a Ultima tarefa a qual os animais foram submetidos. Esse teste foi adaptado
em nosso laboratorio 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 palatavel 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 dispde de
duas plataformas, em lados opostos, afastadas uma da outra por uma distancia 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 didmetro e 10,5 cm de altura. Foram
colocados 5 pellets pesando aproximadamente 20 g, em cada sessdo. Na outra plataforma foi
colocado gentilmente o animal. O chdo deste aparato foi coberto por 4gua e maravalha.
Durante cinco minutos foram analisados: tempo de laténcia para deixar a plataforma
chegando a maravalha molhada; laténcia para alcangar a plataforma com o chocolate; tempo
que o animal permaneceu na maravalha molhada; nimero de investidas ao alimento
(respostas de orientacdo com as patas apoiadas na plataforma e o focinho direcionado ao
chocolate); nimero de respostas de orientacdo, tempo para comecar a comer, tempo de

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

4.5 Analise dos Dados:

Os dados foram expressos como média e erro padrio da média (E.P.M.). As
comparagdes entre os grupos experimentais foram realizadas por Andlise de Variancia de
Duas Vias (ANOVA) (tomadas a manipulagdo neonatal e a cirurgia como as duas variaveis),

seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Duncan (ZAR, 1996).

4.6 Aspectos Eticos:

Este projeto fez parte de um projeto maior no Departamento de Bioquimica. O projeto
foi aprovado pela Comissao de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), e
pela Comissdo de ética para estudos em animais da Universidade, projeto numero 18398
(Anexo A) e pela Comissdo de Pesquisa da Escola de enfermagem — COMPESQ (Anexo B).

Os procedimentos propostos por esse projeto sdo de uso habitual por autores que
trabalham e publicam na area. Obedecem as normas propostas pelos Principios Internacionais
Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (GOLDIM; RAYMUNDO,
1997). Todos os esfor¢cos foram feitos para minimizar o sofrimento, bem como reduzir o

numero 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 parametro de comportamento do tipo ansioso dos
animais. Esse teste foi avaliado em 5 minutos, durante esse tempo foram mensurados 0s
seguintes parametros: tempo no brago fechado; tempo no bragco aberto; nimero de entradas
no braco fechado; nimero de entradas no brago aberto; numero de bolos fecais. Os dados
foram analisados por meio de Anélise de Variancia de Duas Vias (ANOVA), utilizando
estresse e cirurgia como fatores fixos e tempo no braco fechado, tempo no braco aberto,
numero de entradas no brago fechado, nimero de entradas no braco aberto e nimero de bolos
fecais como variaveis 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 manipulagdo, mostrando que os
animais ndo manipulados produzem mais bolos fecais [F(1, 69) = 5,802; P = 0,019]. Ndo
houve efeito da cirurgia sobre esse parametro [F(2, 69) = 0,791; P >0,05] ou interagé&o.

Nédo foram encontradas diferengas significativas nos demais pardmetros analisados
(figuras 9a 12) P > 0,05. ANOVA de duas vias.

Labirinto em Cruz Elevado

N° Bolos Fecais
N
(63}
Il

controle ‘ sham ‘ OVX controle ‘ sham ‘ OvX

* ndo manipulado manipulado

Figura 8: NUmero 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

140 -
120 -|- T
100 +

80 -
60 -

abertos (s)

20

Tempo de permanéncia nos bragos

controle ‘ sham ‘ OovX controle ‘ sham ‘ OovX

nao manipulado manipulado

Figura 9: Tempo de permanéncia nos bragos abertos. ANOVA de duas vias, ndo 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.

Labirinto em Cruz Elevado

250 -

200 +

150 -

100 -

50 -

Tempo de permanéncia nos bragos
fechados (s)

controle ‘ sham ‘ OvX controle ‘ sham ‘ OVvX

nao manipulado manipulado

Figura 10: Tempo de permanéncia nos bragos fechados. ANOVA de duas vias, ndo 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.



27

Labirinto em Cruz Elevado
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Figura 11: Namero de entradas nos bracos abertos. ANOVA de duas vias, ndo 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.

Labirinto em Cruz Elevado

Numero de entradas nos bragos
fechados
»

controle ‘ sham ‘ OVX controle ‘ sham ‘ OvX

nao manipulado manipulado

Figura 12: Numero de entradas nos bragos fechados. ANOVA de duas vias, ndo 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 parametro de avaliagdo do comportamento do tipo
ansioso e da atividade locomotora dos animais, assim como da memdria de habituacdo para
este ambiente. Esse teste foi avaliado em 5 minutos e durante esse tempo foram mensurados
0s seguintes pardmetros: nimero de cruzamentos (crossings), respostas de orientacdo, ou
atividade de levantar (rearings), tempo nos quadrados centrais (como medida de ansiedade),
tempo de auto-limpeza (groomings) e namero de bolos fecais. O teste foi realizado em dois
dias. Os dados foram analisados por meio de uma andlise de variancia de medida repetida
(ANOVA de medidas repetidas), utilizando como variavel independente estresse e cirurgia e
como variavel dependente: nimero de cruzamentos (crossings), respostas de orientagdo, ou
atividade de levantar (rearings), tempo nos quadrados centrais, tempo de auto-limpeza
(groomings) e numero 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 orientacdo, 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 0s grupos apresentaram memoria de
exposicdo ao campo aberto. Houve efeito da sesséo, o dia 1 foi diferente do dia 2, [F(1, 63) =
10,116; P = 0,002], ndo havendo interacdo entre as variaveis Estresse e Cirurgia. ANOVA de

medidas repetidas. N= 10 - 14 animais/grupo.
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Canpo  Aberto

acao

Oda 1
B da 2

o 8 58 &8

Nimero de Respostas
de Orient

Figura 13: Numero de respostas de orientacdo. *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 sessdo, [F(1, 63) = 10,116; P = 0,002], ndo havendo interagdo entre as
varidveis. N= 10 - 14 animais/grupo.

Na figura 14 podemos observar que os animais manipulados apresentaram um maior
nimero 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 0s grupos apresentaram memdria da
exposi¢do ao campo aberto. Houve efeito da sesséo, o dia 1 foi diferente do dia 2, [F(1, 63) =
15,96681; P = 0,000171], ndo havendo interacdo entre as varidveis. ANOVA de medidas
repetidas. N= 10 - 14 animais/grupo.
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Campo Aberto
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ndo manipulado * manipulado

Figura 14: Numero 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 sesséo [F(1, 63) = 15,96681; P = 0,000171], ndo havendo interacdo entre as

varidveis. 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.

N&do foram encontradas diferencas significativas nos demais pardmetros analisados
(figura 16 e 17) P> 0,05.
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Campo Aberto

Odial
M dia?2

Tempo de Auto-limpeza
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*

ao manipulado manipulado

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.

Campo Aberto

. O dia 1
i M dia 2

NUmero de Bolos Fecais

controle

ndo manipulado m anipulado

Figura 16: NUmero de bolos fecais. ANOVA de medidas repetidas, ndo 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, ndo 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 0s
seguintes pardmetros: laténcia para o rato sair plataforma 1, laténcia para o rato alcancar a
plataforma 2, laténcia para comecar comer, tempo total que o rato permanece na maravalha
molhada, nimero de investidas, nimero de respostas de orientagdo (rearings) e frequéncia de
auto-limpeza (grooming).

Os dados foram analisados por meio de Analise de Variancia de Duas Vias
(ANOVA), utilizando estresse e cirurgia como fatores fixos e laténcia para o rato sair
plataforma 1, laténcia para o rato alcancar plataforma 2, laténcia para comegar comer, tempo
total que o rato permanece na maravalha, nimero de investidas, frequéncia de respostas de
orientacdo (rearings) e frequéncia de auto-limpeza (grooming) como variaveis dependentes.
Para esse experimento houve um N de 5-13 animais por grupo, totalizando N= 48.

N&do foram encontradas diferencas significativas entre os grupos em qualquer dos
parametros avaliados (figura 18 a 24) P>0,05. ANOVA de duas vias.
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Teste do Conflito
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Figura 18: Laténcia para o rato sair plataforma 1. ANOVA de duas vias, ndo 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.

Teste do Conflito
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Figura 19: Laténcia para o rato alcancar plataforma 2. ANOVA de duas vias, , ndo 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: Laténcia para o rato comegar comer. ANOVA de duas vias, ndo houve efeito

do estresse [F(1, 48) = 0,40; P > 0,05], nem da cirurgia [F(2, 48) = 0,595 P > 0,05]. N= 513

animais/grupo.
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Figura 21: Tempo total que o rato permaneceu na 4gua. ANOVA de duas vias, ndo 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: Numero de respostas de orientagdo (rearings). ANOVA de duas vias, ndo 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.

Numero de investidas
N
Il

controle ‘
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Figura 23: Namero de investidas. ANOVA de duas vias, ndo 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: Freqiiéncia de auto-limpeza (grooming). ANOVA de duas vias, ndo 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 DISCUSSAO

Experiéncias precoces podem resultar em alteracdo da relacdo mée-filhote. Em animais
de experimentacdo, utiliza-se a intervengdo no periodo neonatal, com manipulacdo dos
animais ou separacdo da mée por periodos diversos. A separacdo da mée por periodos curtos,
como esta utilizada no presente trabalho, leva a uma diminuicdo na resposta ao estresse na
idade adulta, enquanto a separagdo por periodos mais longos leva a uma resposta exagerada
ao estresse (LEVINE, 2005).

Animais separados de suas mées durante o periodo neonatal podem exibir profundas e
duradouras alteragdes enddcrinas e nas respostas comportamentais a estressores (FRANCIS et
al, 1996; LEVINE, 1994; MEANEY et al, 1994). A duracdo dessa separacdo pode variar,
separacOes breves sdo denominadas manipulacdo neonatal, nelas o filhote é separado 10
minutos por dia nos primeiros 10 dias de vida. Na separacdo neonatal o filhote é separado de
usa mée durante vérias horas por dia nos primeiros dias de vida, esses dois tipos de separa¢des
podem levar a desfechos diferentes.

Animais manipulados no periodo 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 trés
testes comportamentais, a exposicéo ao Labirinto em Cruz Elevado (SILVEIRA et al., 2005),
0 tempo despendido pelos animais nos quadrados centrais de um Campo Aberto (SILVEIRA
et al., 2005) e a motivacédo de o animal ir ao encontro da recompensa no Teste do Conflito
(DUCOTTET; BELZUNG, 2004). Esses testes baseiam-se na sugestdo de que, quanto maior
a ansiedade, mais o animal procura por lugares onde se sinta protegido, evitando situagdes de
risco, onde estaria mais exposto a um predador, por exemplo.

No teste do Labirinto em Cruz Elevado ndo encontramos diferencas entre 0s grupos
manipulados e ndo manipulados, como era esperado. Conforme observado na figura 8, os
animais ndo-manipulados produzem mais bolos fecais. Sugerimos que esses animais
apresentam um maior numero de bolos fecais porque esse € o primeiro aparato a que eles

foram expostos. A hipdtese é que seria uma reacdo ao ambiente novo. Os numeros de bolos
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fecais analisados isoladamente sdo considerados uma medida de reatividade emocional, mas
ndo é um indicativo claro de ansiedade.

Em nossos resultados, em relacdo a tarefa do Campo Aberto, encontramos que 0s
animais manipulados apresentaram mais respostas de orientacdo (figura 13). Também
observamos que o0s animais manipulados apresentaram um maior nimero de cruzamentos
(figura 14). Ambos os grupos apresentaram memoria da exposi¢cdo ao Campo Aberto. Os
animais manipulados apresentaram mais cruzamentos e rearings do que os ndo manipulados,
ou seja, aumento da atividade locomotora. Isso esta 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). Nao houve, porém, qualquer
efeito da cirurgia, mostrando que horménios gonadais ndo influenciam o desenvolvimento

desse tipo de resposta nos animais manipulados.

Outro resultado observado foi a memoria de exposi¢cdo ao aparato, ou seja, 0 animal
reconheceu o aparato no segundo dia de exposi¢do, diminuindo assim o comportamento
exploratdrio e a atividade locomotora do mesmo, algo que era esperado para ambos 0s grupos
(manipulados e ndo-manipulados). Esse teste foi realizado em dois dias, sendo que no
primeiro dia foi realizada a anélise do comportamento do tipo ansioso do animal, visto que
essa foi a primeira vez a qual o animal é exposto a esse aparato. E 0 segundo dia avalia a

habituacdo do animal ao aparato, ou seja, avalia se houve memdria de exposicéo ao aparato.

Observou-se no teste do Campo Aberto (figura 15) que os animais ndo manipulados
apresentaram um maior tempo de auto-limpeza (grooming) do que os manipulados, ndo
havendo memoria de exposi¢do ao aparato. O comportamento de auto-limpeza (grooming)
pode aumentar quando o animal apresenta-se tranqiilo, ou em casos de ansiedade (de modo
que apresenta uma curva em U invertido com relagdo ao grau de ansiedade). Assim, ndo 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 situacdo aversiva e a motivacdo que ele teria para ultrapassar 0s
obstaculos e ir ao encontro da recompensa. N6s ndo encontramos diferencas significativas
entre 0s grupos em qualquer dos pardmetros avaliados. Estes resultados sugerem que a
manipulacdo e a liberacdo de horménios gonadais ndo interferem significativamente no
comportamento de ratas nesta tarefa. O que seria esperado é que 0s animais manipulados
apresentassem menos medo diante a um ambiente novo, no entanto ndo houve diferenca entre

0s grupos. Nossos animais ndo estavam em restricdo alimentar quando foi realizada esta
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tarefa, é possivel que o fato de os animais ndo estarem em jejum tenha diminuido a
motivacgédo para a busca da recompensa.

Esse teste foi realizado inicialmente por Ducottet e Belzung (2004) em camundongos
que foram submetidos a estresse crénico variado, e ainda ndo existe ampla bibliografia
utilizando ratos.

Em nossa busca bibliografica, observamos que, em muitos estudos relacionados a
manipulacdo neonatal e comportamento do tipo ansioso, foram utilizados principalmente
machos. Supomos que isso é devido ao fato de que nos machos ndo ha a variacdo do ciclo
estral como nas fémeas, e isso seria mais uma variavel que influenciaria na modulacdo da
ansiedade. Em nosso trabalho nos fizemos esse controle por meio da ovariectomia e nédo
encontramos efeitos da liberagdo de hormonios gonadais, encontramos apenas diferencas em

relacdo a manipulagdo neonatal.

O conceito de diferenciacdo cerebral do sistema nervoso pode se distinguir em uma
fase organizacional e de uma fase ativacional dos esterdides sexuais: a primeira é o periodo
critico durante o qual os circuitos neurais especificos de cada sexo sdo determinados (comeca
no periodo embrionario e termina no periodo neonatal), e a segunda é quando, no adulto,

esses horménios sdo necessarios para ativar aqueles circuitos (PILGRIM; REISERT, 1992).

N&o houve efeito da ovariectomia entre os grupos. A auséncia de estradiol antes da
puberdade pode ter gerado uma adaptacdo no organismo do animal. Os animais em estudo
foram submetidos & ovariectomia no periodo pré-pubere, ou seja, ndo sendo expostos aos
efeitos ativacionais dos horménios gonadais que ocorrem durante a puberdade, como eles néo
tiveram contato com esses hormonios nesse periodo, sua auséncia pode néo ter feito falta para

0 seu desenvolvimento.

Em ratos, a privacdo materna durante os 10 primeiros dias do periodo neonatal tem
mostrado sérias consequéncias para os filhotes na vida adulta, incluindo o aumento do
comportamento do tipo ansioso e reforgo das respostas neuroenddcrinas ao estresse,
particularmente entre a prole masculina. Essas mudangas comportamentais e neuroenddcrinas
persistem através da vida, associadas a mudancas epigenéticas, indicando que a presenga
materna durante o periodo neonatal tem significantes efeitos no desenvolvimento das redes
neurais (KIKUSUI; MORI, 2009)

Os comportamentos de lamber, de limpeza dos filhotes, e a amamentagcdo em dorso
arqueado sdo comportamentos relacionados ao cuidado materno. Em ratos, variagbes no

comportamento materno, particularmente do comportamento de lamber/limpar, regulam o
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desenvolvimento das respostas enddcrinas, emocional e cognitiva ao estresse (CHAMPAGNE
et al, 2003). Além do mais, essas variagcfes no cuidado materno tem sido associado com
efeitos no desenvolvimento do sistema neural que mediam o eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal
e respostas ao estresse assim como certas formas de aprendizado e memdria (CHAMPAGNE
et al, 2003).

Em um estudo realizado por Caldji et al (1998) a ninhada adulta de mées alto grau
de cuidado materno mostrou significante reducdo do comportamento de medo em comparacao
a ninhada de mées baixo grau de comportamento materno. Outro estudo relacionado ao
comportamento materno mostrou que a ninhada de mdes que exibiram mais lambidas e
cuidados de limpeza em seus filhotes, durante os primeiros 10 dias de vida, mostraram
reducdo plasmética de horménio adrenocorticotréfico e cortiscosterona em resposta ao
estresse agudo (LIU et al., 1997). Os achados sugerem que o cuidado materno tem o efeito
protetor a ansiedade e medo na ninhada adulta, além de causar alteragdes na liberacdo de
horménios da adrenal.

Estudos tém mostrado que as ratas apresentam diferentes graus de cuidados com
seus filhotes em funcdo do sexo dos mesmos: por exemplo, mdes com ninhadas contendo
apenas machos apresentam maiores indices de cuidados maternos, como manutencdo do
ninho, lambidas, etc (ALLEVA et al., 1989). Esses dados sugerem que filhotes machos e
fémeas estdo expostos desde o periodo neonatal a diferentes padrdes de comportamento
materno. Podemos especular que os resultados encontrados nesse trabalho poderiam ter sido
influenciados pelas diferencas de cuidados dispensados aos diferentes sexos da ninhada,
porém como so trabalhamos com fémeas, ndo podemos chegar a uma conclusédo definitiva.

Diante de tudo o que foi exposto neste estudo, podemos nos perguntar se a
manipulacdo neonatal tem realmente um efeito protetor? Visto que animais submetidos a
manipulacdo neonatal tém um maior cuidado materno, apresentam menos medo e
consequentemente menos comportamento do tipo ansioso. Sera que nao ter medo e ansiedade
é algo bom? A ansiedade e 0 medo sdo mecanismos adaptativos que visam proteger-nos
contra eventuais danos. A ansiedade s6 se torna um problema quando ela passa de algo
adaptativo para patologico (CASTILLO et al., 2000). Individuos que ndo tem medo poderiam
se expor a situacOes perigosas, colocando em risco suas vidas. Portanto o0 medo e a ansiedade,

em proporcBes adequadas, visam a perpetuacdo da espécie.
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7 CONCLUSOES

No Labirinto em Cruz Elevado houve um efeito do estresse, mostrando que o0s
animais ndo-manipulados produzem mais bolos fecais. Ndo foram encontradas diferengas nos
demais parametros analisados.

No Campo Aberto, os animais manipulados apresentaram mais respostas de
orientacdo e um maior nimero de cruzamentos. Ambos 0s grupos apresentaram memoria da
exposi¢do no Campo Aberto, tanto em relagdo as respostas de orientagdo quanto ao nimero
de cruzamentos. Houve efeito do estresse sobre o comportamento de auto-limpeza, animais
ndo manipulados apresentaram um maior tempo de auto-limpeza do que os manipulados.

No Teste do Conflito ndo encontramos diferencas significativas entre 0s grupos em
qualquer dos parametros avaliados.

Concluimos que os efeitos da manipulagcdo no periodo neonatal em ratos nao foram
afetados pela auséncia, desde o periodo pré-pubere, de horménios ovarianos. Assim, a
liberagdo desses hormonios durante o desenvolvimento ndo é necessaria para a instalagdo dos
efeitos da manipulacdo que se manifestam na idade adulta.

Como perspectivas para futuros trabalhos na area, sugerimos a realizacdo da dosagem

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