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Resumo 
 
Ratos manipulados na fase neonatal apresentam maior consumo de alimento doce na vida 
adulta, e uma alteração no componente hedônico desse comportamento poderia explicar esses 
achados. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da manipulação neonatal sobre a 
reação facial afetiva quando da ingestão de soluções de sacarose em ratos fêmeas juvenis e 
adultas. Visando avaliar a responsividade na fase pré-púbere e adulta, acompanhando as 
flutuações hormonais do ciclo estral e avaliando a influência deste sobre o teste. O protocolo de 
manipulação neonatal foi realizado dos dias 1 a 10 de vida, sendo o dia do nascimento 
considerado dia 0. Os animais foram colocados em um recipiente dentro de incubadora a 32°C 
por 10 min/dia, na mesma sala que a mãe, porém, sem contato físico. Foi realizado um teste de 
reatividade ao sabor, que consiste de filmagens das expressões faciais do animal em resposta a 
administração oral de solução, foram utilizadas soluções de duas concentrações de sacarose 
(0,1M e 1M). Os testes foram realizados em duas idades, com animais diferentes, iniciando aos 
28 dias e 60 dias. Os resultados revelaram menor responsividade hedônica positiva (quantidade 
total de protrusões de língua) para animais manipulados de 28 dias para a solução de 0,1M, 
quando comparados com grupo não-manipulado. Não houve diferença significativa nos demais 
testes. Adicionalmente, a quantificação da enzima tirosina hidroxilase não revelou diferença 
significativa, comparando animais manipulados e não-manipulados. Os resultados indicam 
menor sensibilidade para o sabor doce nos animais manipulados no período neonatal quando 
testados na fase juvenil, com recuperação desse efeito na fase adulta. 
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1. Introdução 
 
Está bem estabelecido que as respostas do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) a 
estímulos estressores apresentam características distintas em cada organismo, tais 
variações interindividuais podem ser originadas de fatores genéticos [1,2]. Porém, 
existem evidências de que a reatividade a estresse na idade adulta pode resultar de 
fatores no desenvolvimento precoce [3,4]. O desenvolvimento de um determinado 
comportamento resulta de interações genéticas e ambientais que influenciam uma série 
de mecanismos.  Acontecimentos no período neonatal, como os estímulos estressantes, 
podem alterar o desenvolvimento neural e o comportamento de um animal adulto [5]. 
Vários estressores ou mudanças ambientais na infância têm sido associados a sérios 
problemas psiquiátricos na vida adulta, como ansiedade, depressão e transtornos 
alimentares [6,7]. Em humanos, a falta de toque dos pais no início da infância tem sido 
considerada como um aspecto importante no desenvolvimento de imagem corporal 
própria, consequentemente, na causa de transtornos alimentares [8]. As interações entre 
mãe e filho são muito importantes no crescimento psicológico, comportamental e para o 
desenvolvimento na infância, especialmente na resposta ao estresse do ambiente [9,10]. 
 
Diversos estudos com modelos animais comprovaram que qualquer estimulação feita 
com o filhote no período neonatal, pode desencadear um comportamento diferente da 
mãe em relação ao filhote. Os filhotes manipulados (separados brevemente das mães na 
fase neonatal) recebem mais lambidas, mais grooming e amamentação mais frequente, 
do que os filhotes não manipulados [11-13]. Estudos antigos demonstraram aumento 
das vocalizações ultrasônicas dos filhotes durante o procedimento de manipulação 
[11,14], o que poderia desencadear o comportamento materno após a intervenção. 
Alguns autores relatam que filhotes criados por mães que demonstram altos níveis de 
comportamento materno ou expostos a procedimentos de manipulação [13,15,16] 
mostram diminuição no comportamento do tipo ansioso na idade adulta [17-19]. Outros 
estudos tem mostrado que variações no comportamento do cuidado materno produzem 
marcadas modificações fisiológicas [13,15,18,20] e comportamentais, incluindo 
respostas emocionais [21-23] na ninhada adulta. Esse comportamento diferenciado da 
mãe é um importante fator para o desenvolvimento neural dos filhotes [24]. 
 
Durante a fase neonatal o eixo HPA apresenta um padrão de atividade característico, 
denominado de Período de Hiporresponsividade ao Estresse [25]. Nesta fase, há uma 
diminuição da resposta do eixo HPA aos estímulos nocivos [26,27]. Essa diminuição é 
caracterizada pela exacerbação do mecanismo de retroalimentação negativa dos 
glicocorticóides na hipófise e pela diminuição da sensibilidade da glândula adrenal ao 
ACTH [28]. Animais que sofreram manipulação neonatal, quando adultos, demonstram 
menor elevação e maior resiliência aos níveis basais de corticosterona plasmática em 
resposta a estressores [29-31]. Entretanto, animais manipulados e não-manipulados 
apresentam níveis basais semelhantes de corticosterona, ou seja, a diferença parece estar 
em uma sensibilidade diferencial do sistema nervoso central ao sistema de 
retroalimentação negativa da adrenal [24], sendo que foi reportado um elevado número 
de receptores de glicocorticoides nesses animais [3]. Em animais adultos previamente 
submetidos à manipulação neonatal, foi observada uma maior concentração de 
receptores para glicocorticóides no hipocampo [32] e uma diminuição da excitação 
mediada pela amígdala na resposta do eixo HPA [33]. Estudos demonstraram 
persistência das alterações do eixo HPA em ratos de 24 e 26 meses [9,34]. A 
manipulação neonatal aumenta a expressão de receptores para hormônio liberador de 



corticotropina (CRH) e α2 adrenorreceptores na amígdala e no locus ceruleus, regiões 
importantes para a resposta ao medo [17], assim como para glicocorticóides no 
hipocampo e no córtex frontal, envolvidos na regulação da atividade do eixo HPA [35]. 
Outros sistemas envolvidos em efeitos de redução da ansiedade, GABAérgico e  
benzodiazepínico, apresentam número de receptores aumentados em animais 
manipulados [36,37]. Estudos mostram que filhotes de mães mais cuidadoras (maior 
frequência de lambidas e grooming) apresentam resposta reduzida do eixo HPA ao 
estresse [13], acompanhado por maior atividade exploratória, o que é interpretado como 
uma resposta de medo atenuada a ambientes novos [29,30], e alterações no 
comportamento sexual [38]. A manipulação neonatal dos filhotes desencadeia a 
liberação de hormônios da tireóide, o que leva a um aumento na liberação de serotonina 
em diversas regiões do encéfalo [34,37,39]. Isto não parece persistir até a idade adulta, 
mas deve gerar alterações no desenvolvimento de outros sistemas. Camundongos da 
linhagem BALB/ cByJ, que apresentam maior hipersecreção de ACTH e corticosterona 
em resposta ao estresse por choque nas patas agudo ou crônico [40,41], quando 
expostos a manipulação neonatal, demonstraram atenuação no prejuízo de desempenho 
característico da linhagem no labirinto aquático de Morris [3], possivelmente por 
atenuação da atividade do eixo HPA. 
 
O protocolo de intervenção neonatal também demonstrou alterações sobre o 
comportamento alimentar, nos animais adultos. Animais manipulados no período 
neonatal ingerem mais alimento palatável na idade adulta comparados aos animais 
controle, quando expostos a este em aparato de teste [42-44] ou caixa-moradia [45], sem 
apresentar diferença no consumo de ração padrão. Na tarefa de comportamento 
alimentar, animais machos manipulados, na fase pré-púbere apresentaram menor 
consumo de alimento doce, em comparação com grupo controle; porém, na fase adulta o 
efeito da manipulação foi inverso, apresentando maior consumo em comparação com os 
animais controle [45].  
 
Os alimentos doces são uma recompensa natural e tem importantes propriedades 
motivacionais, sendo utilizados em diversas tarefas comportamentais como reforço [43-
45]. É sabido que beber sacarose aumenta os níveis de dopamina no núcleo accumbens 
e uma relação quantitativa foi demonstrada entre o efeito concentração-dependente da 
percepção pelo paladar da sacarose durante a alimentação e o fluxo aumentado de 
dopamina no accumbens [46]. A dopamina no núcleo accumbens parece interferir na 
busca ou modular o incentivo percebido da recompensa [47]. Respostas a alimentos 
palatáveis aumentam o disparo de neurônios dopaminérgicos, especialmente quando a 
recompensa não é esperada [48,49]. Respostas a drogas também envolvem ativação 
dopaminérgica [50,51]. A manipulação neonatal está relacionada a alterações no 
metabolismo dopaminérgico: já foi relatado um aumento do metabolismo 
dopaminérgico no hipotálamo [52], assim como uma reduzida neurotransmissão da 
dopamina no núcleo accumbens [53]. 
 
 
 
 
 
 
 



O prazer no consumo de alimento doce é uma resposta normal, gera a sensação de 
gostar. “Gostar”, é essencialmente uma resposta hedônica ao prazer de uma 
recompensa. Diferente de “Querer”, que envolve o valor potencial de uma recompensa, 
a saliência de incentivo [54]. Perdendo a habilidade de ativar o sistema de “gostar”, o 
doce perde a resposta de prazer, apesar de continuar possuindo o sabor doce. Estudos 
demonstram aversão a sabor doce por pareamento a enjôo [55], o contrário também 
ocorre, na associação de sabores amargos à recompensa gerada (e.g. café, cerveja) [54]. 
O estudo de reatividade a sabores, por avaliação das respostas faciais evocadas por 
sabores diferentes, tem sido um modelo muito interessante para o estudo de respostas 
hedônicas. Estas respostas faciais são conservadas ao longo da escala evolutiva, 
apresentando padrões muito semelhantes de roedores a primatas, humanos e não-
humanos [56,57]. Isto aumenta a confiabilidade dos modelos animais, e permite estudos 
de manipulação em sistemas neurais que são eticamente inviáveis em humanos. Por 
tratar-se de um procedimento forçado os animais podem ser mantidos com alimento e 
água ad libitum, evitando qualquer possível efeito da privação alimentar sobre a 
percepção gustatória. 
 
 Adicionalmente, estudos comportamentais de responsividade ao sabor, em ratos, 
revelaram diferença sexual na preferência ao sabor, assim como flutuações na 
preferência e acuidade, relacionadas com as alterações naturais dos níveis hormonais 
que ocorrem durante o ciclo estral e gravidez [58,59]. Essas observações sugerem que 
hormônios gonadais, como o estradiol, podem modular a responsividade ao sabor em 
ratos, via mecanismos organizacionais e ativacionais. Ratas fêmeas demonstraram 
flutuações na frequência e quantidade das refeições, que variaram com as diferentes 
fases do ciclo estral [60]. Hormônios gonadais, especialmente o estradiol, parecem ser 
responsáveis por diferenças sexuais no comportamento alimentar em ratos. Por 
exemplo, a administração central ou periférica de estradiol reduz a ingestão de alimento 
[61,62]; no entanto, o estradiol também pode apresentar efeitos de redução do consumo 
de alimento doce [63]. Adicionalmente, ovariectomia resulta em aumento do consumo 
alimentar, o que é revertido pela administração de estradiol. Durante o ciclo estral o 
consumo alimentar é aumentado quando o estradiol apresenta níveis basais (e.g. 
metaestro) e reduzido quando o estradiol apresenta níveis altos (e.g. proestro) [64,65]. 
As flutuações hormonais também influenciam a preferência por sabores nas fêmeas 
[66]. Obviamente, a caracterização desses sabores é baseada na percepção humana. Está 
bem estabelecido que ratos apresentam uma diminuição de 20-40% no consumo 
alimentar durante o estro, comparado com diestro e proestro [67-71]. Apesar de as 
mulheres serem mais sensíveis a  transtornos no comportamento alimentar do que 
homens [72,73], a grande maioria dos estudos com modelos animais são realizados em 
machos [74,75].   
 
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da manipulação neonatal sobre 
as respostas faciais hedônicas, no teste de reatividade ao sabor doce em ratas. O teste foi 
realizado em duas idades distintas, jovens e adultas, nestas últimas acompanhando as 
variações do ciclo estral. E para avaliação da atividade do sistema dopaminérgico foi 
analisado o imunocontéudo de tirosina hidroxilase no núcleo accumbens, uma enzima 
essencial do metabolismo dopaminérgico. 
 
 

 



2. Materiais e Métodos 

2.1 Animais 

Todos procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética Institucional e seguiu as 
recomendações do International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS), e da 
Federação de Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental. Todos esforços foram 
realizados para minimizar o sofrimento animal, assim como reduzir o número de 
animais utilizados. 

Vinte e duas ratas prenhes criadas em nosso próprio biotério foram aleatoriamente 
selecionadas. Elas foram mantidas sozinhas em caixas-moradia de Plexiglas 
(65x25x15cm), com assoalho coberto por maravalha e mantida em ambiente controlado: 
fonte luminosa ligada das 7:00 até 19:00 h, temperatura de 22 + 2°C, troca de maravalha 
duas vezes semanais, comida e água provida ad libitum. O dia de nascimento foi 
considerado dia 0. Todas ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes e mantidas intactas 
até o dia do desmame, a não ser para o protocolo de manipulação neonatal, que foram 
realizados entre 10:00 e 15:00 h. Os pesquisadores trocavam de luvas entre os 
procedimentos de manipulação de cada ninhada, evitando que o odor das ninhadas se 
espelha-se de ninho para ninho. As ninhadas foram desmamadas e separadas por sexo 
no 21º dia pós-natal. Não mais de 2 animais por ninhada foram utilizados nas tarefas 
comportamentais e somente 1 para os procedimentos bioquímicos. Somente fêmeas 
foram utilizadas neste trabalho.  

2.2 Manipulação Neonatal  

  As ratas Wistar prenhes foram aleatoriamente divididas em dois grupos.  

Não-manipulado (C): Os animais foram mantidos intactos, na presença de suas mães, do 
dia do nascimento até o desmame. Os técnicos do biotério foram instruídos a não 
encostar nos animais, nem mesmo para limpeza das caixas-moradia. O próprio 
pesquisador ficou responsável pela limpeza. A maravalha suja era cuidadosamente 
removida no entorno do ninho, evitando perturbar os filhotes e a mãe, e substituída por 
maravalha limpa. 

 Manipulado (M): A rata mãe era gentilmente puxada para o lado da caixa oposto ao 
ninho, enquanto que os filhotes foram removidos e colocados em um recipiente limpo 
com um pouco de maravalha do seu próprio ninho. Esse recipiente foi colocado em uma 
incubadora a temperatura ambiente (30-32°C). Após 10 min os animais foram 
recolocados aos cuidados de suas mães. Este procedimento durou dos dias 1 a 10 
seguintes ao nascimento. Após este período os animais foram mantidos sem distúrbios 
até o 21º dia de vida (desmame). Os técnicos do biotério foram instruídos a não encostar 
nos animais, nem mesmo para limpeza das caixas-moradia. O mesmo procedimento de 
limpeza do grupo C foi utilizado para estes animais.  

 



2.3 Teste de Reatividade ao Sabor 

O teste de reatividade ao sabor foi realizado em duas idades, iniciando aos 28 dias de 
vida e na idade adulta, aos 60 dias. No 1° dia os animais foram colocados sobre um 
espelho (30cmx25cm) por 1 min, para fins de habituação. Durante os cinco dias 
seguintes, um volume de 100μl de água era administrada na boca do animal, utilizando-
se uma pipeta com ponteira plástica. Após esses 5 dias de habituação, a sessão de teste 
foi realizada: foram administradas soluções de sacarose (0,1M e 1M, com intervalos de 
30 min entre administrações). As expressões faciais hedônicas foram registradas com 
câmera digital para posterior análise durante 1 min. Em outros grupos de animais M e C 
das mesmas ninhadas, o ciclo estral foi acompanhado diariamente a partir dos 60 dias, e 
somente animais com 2 ciclos regulares foram utilizados. Ao final do teste, a fase do 
ciclo estral foi avaliada para relacionar com a análise do comportamento. Os animais 
tinham livre acesso a ração e água durante os experimentos. Foram analisadas as 
expressões faciais hedônicas positivas de protrusão de língua rítmicas e laterais. O 
comportamento foi analisado quadro a quadro no software KM Player®, cegos ao 
tratamento de manipulação neonatal, e expressos em número de quadros totais e 
frequência de protrusão (1 quadro = 1/30s). Adaptado de Berridge [57]. Este 
comportamento envolve a análise de um comportamento conservado na escala 
evolutiva, o comportamento de lamber os lábios após consumo de alimentos palatáveis, 
observado de roedores a primatas [56,57]. 

2.4 Avaliação do Ciclo Estral 

Os animais eram retirados da caixa-moradia, e gentilmente manuseados para que 
ficassem calmos, de forma a evitar que estes se machucassem durante o procedimento. 
Então, uma pipeta Pasteur, contendo 100 µl de solução fisiológica (0,9%), era 
gentilmente introduzida na entrada da vagina do animal. A solução era dispensada 
dentro do canal vaginal, e recuperada por diferença de pressão na pipeta. A amostra era 
colocada em lâmina de vidro e imediatamente analisada em microscópio óptico, para 
determinação da fase do ciclo estral. A fase do ciclo foi determinada conforme as 
seguintes características: Diestro 1, presença de leucócitos e algumas células 
queratinizadas; Diestro 2, presença de grande quantidade de leucócitos e pequeno 
número de células; Proestro, presença de células queratinizadas e células nucleadas; 
Estro, grande quantidade de células queratinizadas [76]. Este procedimento foi realizado 
durante dois ciclos completos das fêmeas, somente animais com ciclos regulares foram 
utilizados. Após o Teste de Reatividade ao Sabor o ciclo das fêmeas também foi 
avaliado, evitando interferência de estresse no procedimento sobre o teste. 

 

 

 

 



2.5 Western Blot 

Para os estudos de imunoblot, os animais (controles e manipulados) foram decapitados, 
o encéfalo foi removido e o accumbens dissecado, o tecido foi congelado a -70°C até a 
utilização (n=4-5/grupo). As amostras de proteína foram preparadas por 
homogeneização em tampão de lise contendo Hepes 10 mM, KCl 2.5 M, EDTA 0.6 
mM (pH 7.9), PIC 1%, e  dodecil sulfato de sódio 1% (SDS).  Alíquotas foram retiradas 
de acordo com determinação da concentração de proteína, e β-mercaptoetanol foi 
adicionado a uma concentração final de 5%. Amostras contendo 50 mg de proteína 
foram separadas em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE). Depois de eletroforese, as 
proteínas foram eletrotransferidas a uma membrana de nitrocelulose. As membranas 
foram bloqueadas por 2h com leite em pó 5% em Tampão Tris-Salino (TBS) mais 
Tween-20 1%, seguido de incubação overnight a 4°C com anti- Tirosina Hidroxilase 
(diluição 1:500, anticorpo policlonal de coelho, Millipore®) diluído na mesma solução 
de bloqueio. Subsequentemente, as membranas foram incubadas por 2h com anticorpo 
secundário conjugado com peroxidase (anticorpo anti-rabbit) diluído na mesma solução 
de bloqueio (1:1000). Todos blots foram reincubados com anticorpo β-actina (diluição 
1:2500, anticorpo monoclonal de camundongo, Sigma®) como um controle interno. 
Bandas imunorreativas foram revelas por um Kit amplificador de quimioluminescência 
(ECL  Amersham da GE Healthcare®), e detecados utilizandos filme de raio-x. Os 
filmes de imunoblot foram escaneados e a imagem digital analisada com software 
Optiquant (Packard Instrument®). 

2.6 Sacrifício e Dissecação de Estruturas 

Após os testes comportamentais, os animais foram sacrificados por guilhotinamento, 
seguindo normas determinadas pelo comitê de ética da nossa Universidade. O encéfalo 
foi coletado e o núcleo accumbens dissecado para posterior análise bioquímica. 

2.7 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média + erro padrão da média, e foram analisados por 
Teste t de Student (quadros totais x concentração da solução de sacarose, freqüência 
total de protrusões x concentração da solução de sacarose; manipulados x não-
manipulados), Anova de Duas Vias (teste de reatividade ao sabor; grupo x fase do ciclo 
estral). O nível de significância foi tido como diferente quando o valor de P era igual ou 
menor a 0,05. O tamanho amostral adequado foi baseado em outros artigos publicados 
envolvendo os procedimentos utilizados neste trabalho, [77,78]. 

 

 

 

 



3. Resultados 

3.1 Teste de Reatividade ao Sabor 

Nos animais jovens (28 dias) foi observado um menor número de quadros totais de 
respostas hedônicas afetivas (Fig. 1) em resposta à sacarose. Na concentração de 0,1M 
de sacarose, a média + erro padrão da média para o grupo C foi de 45,0 + 4,4, e para o 
grupo M 30,7 + 4,7, obtendo um valor de  P=0,04. Nos testes com a solução de sacarose 
1M não houve diferença estatística significativa, t(23)= 0,36, P>0,1. A avaliação da 
frequência do comportamento de protrusão de língua (Fig. 2) não demonstrou diferença 
estatística significativa entre os grupos, tanto para a solução de sacarose 0,1M (Teste t, 
t(23)=1,85, p=0,078) quanto para a solução de sacarose 1M (Teste t, t(23)= 0,15, 
P>0,1). 

 

Fig. 1: Respostas afetivas à solução de sacarose em diferentes concentrações em ratas de 28 dias 
– solução de sacarose 0,1M  [Teste t, t(23)=2,18, p=0,04, média +/- E.P.M, C= 45.0+/-4.4 e M = 
30.7+/-4.7] ; sacarose 1M [Teste t, t(23)= 0,36, P>0,1]. 

 

Fig. 2: Respostas afetivas à solução de sacarose em diferentes concentrações em ratas de 28 dias 
– solução de sacarose 0,1M  [Teste t, t(23)=1,85, p=0,078]; sacarose 1M [Teste t, t(23)= 0,15, 
P>0,1]. 



Nos animais adultos (60 dias), para a solução de sacarose 0,1M, uma ANOVA de duas 
vias utilizando o ciclo estral e a manipulação neonatal como fatores, não demonstrou 
diferença estatística significativa, tanto para quadros totais de expressões faciais 
positivas (Fig. 3: manipulação, F(1,21) = 1.80; ciclo estral: F(2,21) = 0.06; P > 0.05), 
quanto para frequência de protrusões de língua (Fig. 4: manipulação: F(1,21) = 1.35; 
ciclo estral: F(2,21) = 0.08; P > 0.05). Também não houve diferença estatisticamente 
significativa para a solução de sacarose 1M, tanto para quadros totais de expressões 
faciais positivas (Fig. 5: manipulação: F(1,21) = 0,78; ciclo estral: F(2,21) = 0,28; P > 
0.05]), quanto para frequência de protrusões de língua (Fig. 6: manipulação: F(1,21) = 
1,02; ciclo estral: F(2,21) = 0,38; P > 0.05]). 

 

Fig. 3: Respostas afetivas (número total de quadros) à solução de sacarose 0,1 M em ratas de 60 
dias. [ANOVA de duas vias utilizando o ciclo estral e a manipulação neonatal como fatores: 
manipulação, F(1,21) = 1.80; ciclo estral: F(2,21) = 0.06; P > 0.05]. 

 

Fig. 4: Respostas afetivas (frequência) à solução de sacarose 0,1 M em ratas de 60 dias. 
[ANOVA de duas vias utilizando o ciclo estral e a manipulação neonatal como fatores: 
manipulação, F(1,21) = 1.35; ciclo estral: F(2,21) = 0.08; P > 0.05]. 



 

Fig.5: Respostas afetivas (quadros totais) à solução de sacarose 1 M em ratas de 60 dias. 
[ANOVA de duas vias utilizando o ciclo estral e a manipulação neonatal como fatores: 
manipulação, F(1,21) = 0,78; ciclo estral: F(2,21) = 0,28; P > 0.05]. 

 

Fig. 6: Respostas afetivas (frequência) à solução de sacarose 1 M em ratas de 60 dias. [ANOVA 
de duas vias utilizando o ciclo estral e a manipulação neonatal como fatores: manipulação, 
F(1,21) = 1,02; ciclo estral: F(2,21) = 0,38; P > 0.05]. 

 

 

 

 

 



3.2 Western Blot 

A análise de imunotransferência de amostras do núcleo accumbens de animais adultos, 
não revelou diferença significativa na quantificação do imunocontéudo de tirosina 
hidroxilase.  

 

Fig.7: Quantificação do imunocontéudo de tirosina hidroxilase no núcleo accumbens. Teste t de 
Student (P>0,05). 

Discussão 

O propósito do presente trabalho foi examinar os efeitos da manipulação neonatal sobre 
o teste de reatividade ao sabor doce, avaliando ratas fêmeas em duas idades, jovens e 
adultas. Os resultados indicam menor sensibilidade para o sabor doce nos animais 
manipulados no período neonatal, quando testados na fase juvenil. No entanto, esse 
efeito não foi evidenciado durante a idade adulta. Esses resultados estão de acordo com 
estudos anteriores, que demonstraram que ratos machos manipulados, com 23 e 26 dias 
de idade, consumiram menos alimento doce quando comparados com o grupo controle, 
em um teste com rosquinhas doces, o que foi revertido nos animais manipulados 
adultos, que consumiram mais alimento doce [45]. Assim, esses achados sugerem uma 
distinta percepção ou resposta de prazer ao sabor doce nessas duas idades, quando 
comparamos animais manipulados no período neonatal e animais intactos na idade 
adulta.  

É importante ressaltar que o teste com rosquinhas doces é uma tarefa comportamental 
que avalia o consumo alimentar, e o teste de reatividade ao sabor avalia a percepção de 
uma solução com caráter de novidade e a reação pré-ingestiva a esta. Outro trabalho de 
nosso grupo revelou menor resposta hedônica positiva nos ratos machos manipulados, 
comparados ao grupo controle, em teste na idade adulta [77]. Já em nosso estudo 
usando ratas fêmeas, não foram observadas diferenças entre manipuladas e controles.  



Considerando essa diferença observada na resposta ao sabor doce entre ratos machos e 
fêmeas manipulados, investigações comportamentais têm revelado diferenças sexuais na 
preferência por sabores “doce”, “salgado” e “amargo”, o que está altamente 
correlacionado com as flutuações hormonais das ratas durante o ciclo estral [66]. Essas 
variações poderiam ajudar a explicar as diferenças observadas entre o presente estudo e 
o trabalho de Silveira et al. [77], que foi realizado com animais machos. No entanto, 
uma vez que mesmo fazendo-se a análise separando os animais em função da fase do 
ciclo não se observam diferenças, é possível que outros efeitos, não relacionados aos 
níveis de hormônios gonadais, sejam importantes nesse caso, como por exemplo ações 
relacionadas a diferenças sexuais ao longo do desenvolvimento [79]. 

As fêmeas da espécie Rattus norvegicus Berkenhout, 1769 [80] (a espécie das linhagens 
de rato utilizadas em pesquisas pré-clínicas) após a puberdade iniciam o ciclo estral, que 
consiste de uma flutuação hormonal com duração média de 4 a 5 dias. Este leva à 
preparação do órgão reprodutor feminino para a ovulação e, posteriormente, para a 
cópula. O estradiol encontra-se em níveis baixos na primeira fase do ciclo, o diestro 1, 
aumentando gradualmente durante o diestro 2, podendo persistir até o terceiro dia do 
diestro. O estradiol induz a expressão de genes necessários a iniciação do 
comportamento sexual, incluindo a indução de receptores de progesterona [76]. No dia 
seguinte, proestro, há um aumento repentino dos níveis de estradiol, próximo às 12h, 
desencadeando a ovulação. Esta onda de estradiol é seguida por uma liberação de 
progesterona, o que induz o estro comportamental, 4 à 6h depois.  A progesterona age 
sinergicamente ao estradiol induzindo o comportamento sexual, e é responsável, 
subsequentemente, pelo término da receptividade sexual [76]. Ratas testadas em 
proestro e diestro apresentaram maior resposta ingestiva em teste de reatividade ao 
sabor. Enquanto que os animais testados em estro e metaestro (presumidamente com 
baixos níveis de estradiol), apresentaram respostas semelhantes a machos no mesmo 
teste [81]. 

Estudos anatômicos localizaram estradiol em áreas do sistema nervoso central 
envolvidas com comportamento alimentar e preferência por sabor, incluindo o 
hipotálamo ventromedial [82] e a amigdala medial [83]. O estradiol afeta variadas 
regiões do encéfalo, modulando sua fisiologia e funções celulares, assim como a 
morfologia neuronal. Foi demonstrado diminuição da densidade das espinhas 
dendríticas no core do núcleo accumbens, por influência de administração de estradiol 
in vivo, também evidenciando substituição de espinhas dendríticas maduras por 
espinhas menos maduras no core e shell do núcleo accumbens [84]. Essas evidências 
nos levaram a investigar o comportamento em diferentes fases do ciclo estral. Não 
foram, no entanto, observadas diferenças nos parâmetros analisados quando 
comparamos os grupos em distintas fases do ciclo estral. 

Estudo de Wilmouth & Spear [85] encontrou que animais pré-puberes são mais 
responsivos aos estímulos apetitivos do que os adultos, exibindo mais respostas 
hedônicas positivas para uma solução de sacarose de concentração menor do que a 
necessária para os adultos demonstrarem diferença, quando comparadas as respostas de 



diversas concentrações de sacarose à água. Por outro lado, outros estudos demonstraram 
que a preferência por sabores “doces” surge após a puberdade, podendo ser eliminada 
por ovariectomia, e recuperada com administração de estradiol [86]. Em teste com 
diversas concentrações de sacarose, comparando-se as fases diestro e estro, somente foi 
encontrada diferença significativa nas respostas hedônicas a sacarose para 
concentrações baixas [87]. No entanto, no presente trabalho não foi encontrado 
diferença para as ratas adultas. Essas diferenças entre idades na percepção ou na 
preferência por sabores doces pode ajudar a explicar a razão pela qual apenas 
encontramos efeitos da manipulação em ratas juvenis. 

Fêmeas manipuladas apresentam atraso na instalação da puberdade [88,89]. Essas 
observações apoiam a idéia de que as fêmeas manipuladas juvenis apresentam um 
desenvolvimento distinto do grupo controle (não-manipulado). Em nosso estudo, os 
animais manipulados foram menos sensíveis que os não-manipulados quando a solução 
era de menor concentração. Pode haver uma recuperação do sistema envolvido após a 
puberdade. 

Tradicionalmente, o consumo de estímulos apetitivos tem sido utilizado para avaliar o 
valor hedônico atribuído a esses estímulos, efeitos possivelmente mediados por 
mudanças na função/sensibilidade da dopamina no sistema mesolímbico [90,91]. Nesse 
contexto, além do consumo peculiar de alimento doce, animais manipulados na fase 
neonatal parecem possuir uma neurotransmissão dopaminérgica menos responsiva no 
núcleo accumbens. Sabe-se que o consumo de alimento doce está associado com 
aumento da liberação de dopamina no núcleo accumbens [46], e o baixo metabolismo 
dopaminérgico pode gerar anedonia, causando maior consumo de alimento palatável ou 
drogas como tentativa de compensação [90]. Estudos têm sugerido que uma menor 
excitabilidade do núcleo accumbens poderia aumentar a motivação na busca por drogas 
[92,93]. Por outro lado, cabe salientar que lesões químicas massivas do sistema 
dopaminérgico não afetaram a resposta hedônica de gostar [94]. A dopamina parece 
estar envolvida na avaliação do esforço de obtenção de uma recompensa, e não na 
reatividade hedônica ao estímulo. E o estradiol parece aumentar a motivação neste 
comportamento. Portanto, as ratas manipuladas adultas poderiam apresentar um 
comportamento semelhante ao grupo controle, independentemente de alterações 
diferenciais do sistema dopaminérgico. 

Em função das considerações levantadas acima, avaliamos os níveis da enzima tirosina 
hidroxilase (enzima essencial no metabolismo dopaminérgico) comparando os grupos 
manipulado e não-manipulado. No entanto, o presente trabalho não encontrou diferença 
na quantidade de tirosina hidroxilase entre os grupos. Por outro lado, já foi observado 
metabolismo dopaminérgico diminuído em animais manipulados [77]. No entanto, o 
estudo citado não avaliou especificamente a atividade de tirosina hidroxilase, e foi 
realizado utilizando ratos machos. Diversos trabalhos demonstram alteração do sistema 
dopaminérgico por influência do estradiol, como aumento na liberação de dopamina 
[95] e aumento do binding aos receptores D1 e D2 [96,97] após administração de altos 
níveis de estradiol. No caso dos animais manipulados, não foram observadas diferenças 



significativas nos níveis de estradiol em animais manipulados, quando comparados aos 
não-manipulados [98]. Não se pode descartar, porém, que haja um metabolismo 
dopaminérgico diminuído como resultado da manipulação, o que pode ter sido revertido 
por influência hormonal após a puberdade.  

O modelo de teste de reatividade ao sabor avalia a atividade do sistema de recompensa e 
motivação do animal. Um outro modelo muito válido é o de busca e consumo de drogas. 
A literatura apresenta trabalhos com metanfentamina e cocaína, duas drogas que 
aumentam a liberação de dopamina. É sabido que animais manipulados não apresentam 
sensibilidade a atividade locomotora induzida por cocaína, porém apresentam aumento 
nos níveis de dopamina no núcleo accumbens em resposta a um estressor moderado 
[53]. Adicionalmente, densidade reduzida de receptores dopaminérgicos D3 é descrita 
nesta região em animais manipulados [53], o que indicaria uma menor resposta e 
comportamento de busca dos animais manipulados à recompensa. O metilfenidato, um 
psicoestimulante que aumenta os níveis extracelulares de dopamina e norepinefrina 
(similar ao efeito da cocaína e da anfetamina), pode induzir preferência por lugar em 
tarefa comportamental [99]. Animais manipulados não apresentam resposta a essa droga 
[77], o que contribui com a idéia de que estes são menos sensíveis aos efeitos de 
recompensa de alguns reforços, como visto nos animais jovens.  

Os resultados deste trabalho indicam que os animais manipulados, quando testados na 
idade jovem, apresentam menor reatividade ao sabor doce, evidenciada para baixas 
concentrações de sacarose em solução. Uma futura avaliação do metabolismo 
dopaminérgico nesta idade pode ser de grande ajuda na elucidação desta questão. A 
ausência de diferença nas fêmeas adultas pode ser resultado da forte influência do 
estradiol sobre o sistema dopaminérgico, envolvido na reatividade, motivação e busca 
por recompensa, uma vez que ocorreu, nas adultas, uma reversão dos efeitos da 
manipulação evidenciados nos animais jovens. Uma avaliação mais detalhada do 
metabolismo dopaminérgico e de outros neurotransmissores relacionados à percepção 
de recompensa é necessária para conclusões mais acertadas sobre a influência hormonal 
nos animais manipulados quando adultos. 
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