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"Escolho meus amigos nao pela pele ou outro arquétipo qualquer, mas pela
pupila. Tem que ter brilho questionador e tonalidade inquietante. A mim nao
interessam os bons de espirito nem os maus de habitos. Fico com aqueles que
fazem de mim louco e santo. Deles ndao quero resposta, quero meu avesso.
Que me tragam duavidas e angustias e agtientem o que ha de pior em mim.
Para isso, s6 sendo louco. Quero-os santos, para que ndao duvidem das
diferencas e pecam perdao pelas injusticas. Escolho meus amigos pela cara
lavada e pela alma exposta. Nao quero s6 o ombro ou o colo, quero também
sua maior alegria. Amigo que n&o ri junto ndo sabe sofrer junto. Meus amigos
sao todos assim: metade bobeira, metade seriedade. Nao quero risos
previsiveis nem choros piedosos. Quero amigos sérios, daqueles que fazem da
realidade sua fonte de aprendizagem, mas lutam para que a fantasia nao
desapareca. Nao quero amigos adultos nem chatos. Quero-os metade infancia
e outra metade velhice. Criancas, para que nao esquecam o valor do vento no
rosto e velhos, para que nunca tenham pressa. Tenho amigos para saber quem
eu sou. Pois os vendo loucos e santos, bobos e sérios, criancas e velhos,

nunca me esquecerei de que normalidade é uma ilusao imbecil e estéril."

Oscar Wilde

(16/10/1854 — 30/09/1900)
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Figura 1. Rata submetida ao estresse pré-natal — restricio de maravalha —
durante a Ultima semana do periodo gestacional (7 £ 1 dias antes da

parturicao)

Figura 2. Procedimento de estresse pre-natal.

Figura 3. Procedimento de estresse pds-natal.

Figura 4. Imagem demonstrando uma rata submetida ao procedimento de

estresse pos-natal.

Figura 5. Comportamento maternal.
A. Lambida
B. Amamentac¢do com dorso muito arqueado.
C. Amamentagdo com dorso pouco arqueado.

D. Amamentacao em supino.

Figura 6. Registro do comportamento maternal realizado para cada rata

lactante.



Figura 7. Ficha utilizada para a realizagdo do registro do comportamento

maternal.

Figura 8. Teste de labirinto em cruz elevado.

Figura 9. Delineamento experimental.

Figura 10. Permanéncia de dias em estresse pré-natal.

Figura 11. Numero total de filhotes.

Figura 12. Construcdo do ninho.

A. Frequéncias totais diarias de constru¢ao do ninho.

B. Médias semanais de constru¢cao do ninho.

Figura 13. Amamentacéo.

A. Frequéncias totais diarias de amamentacao.

B. Médias semanais de amamentagao.

Figura 14. Interagdo com os filhotes.

A. Frequéncias totais diarias de interagdo com os filhotes.

B. Médias semanais de interacdo com os filhotes.

Figura 15. Mae no ninho sem posi¢cao de amamentacgao.



A. FreqUéncias totais diarias de mae no ninho sem posicdo de
amamentagao.

B. Médias semanais de mae no ninho sem posicado de amamentacao.

Figura 16. Freqiéncias de lambidas.
A. FreqUéncias totais diarias de lambidas.

B. Médias semanais de lambidas.

Figura 17. Permanéncia fora do ninho.
A. Frequéncias totais diarias de permanéncia fora do ninho.

B. Médias semanais de permanéncia fora do ninho.

Figura 18. Postura agressiva
A. Laténcias de postura agressiva.
B. Frequéncias de postura agressiva.

C. Porcentagens de tempo de postura agressiva.

Figura 19. Investigacao social.
A. Laténcias de investigagao social.
B. Frequéncias de investigacao social.

C. Porcentagens de tempo de investigagao social.

Figura 20. Interagao com os filhotes.
A. Laténcias de interacdo com os filhotes.

B. Frequéncias de interagdo com os filhotes.



C. Porcentagens de tempo de interacdo com os filhotes.

Figura 21. Mobilidade
A. Laténcias de mobilidade.
B. Frequiéncias de mobilidade.

C. Porcentagens de tempo de mobilidade.

Figura 22. Rearing.
A. Laténcias de rearing.
B. Frequéncias de rearing.

C. Porcentagens de tempo de rearing.

Figura 23. Grooming.
A. Laténcias de grooming.
B. Frequéncias de grooming.

C. Porcentagens de tempo de grooming.

Figura 24. Ataque frontal.
A. Laténcias de ataque frontal.
B. Frequéncias de ataque frontal.

C. Porcentagens de tempo de ataque frontal.

Figura 25. Ataque lateral.
A. Laténcias de ataque lateral.

B. Frequéncias de ataque lateral.



C. Porcentagens de tempo de ataque lateral.

Figura 26. Morder a cabeca do intruso.
A. Laténcias de morder a cabeca do intruso.
B. Frequiéncias de morder a cabega do intruso.

C. Porcentagens de tempo de morder a cabeca do intruso.

Figura 27. Morder o corpo do intruso.
A. Laténcias de morder o corpo do intruso.
B. Frequéncias de morder o corpo do intruso.

C. Porcentagens de tempo de morder o corpo do intruso.

Figura 28. Imobilidade.
A. Laténcias de imobilidade.
B. Frequéncias de imobilidade.

C. Porcentagens de tempo de imobilidade.

Figura 29. Teste agudo de nado forgado.
A. FreqUéncias totais de movimentacao, imobilidade e climbing.
B. Laténcias de movimentacao, imobilidade e climbing.

C. Porcentagens de tempos de movimentagao, imobilidade e climbing.

D. Porcentagens de frequéncias totais de movimentacao, imobilidade e

climbing.

Figura 30. Labirinto em cruz elevado.



A. Porcentagem de permanéncia nos bragos abertos.
B. Porcentagem de permanéncia nos bracos fechados.
C. Porcentagem de freqgiiéncia de entradas nos bragos abertos.

D. Porcentagem de freqiiéncia de entradas nos bracos fechados.

Figura 31. Construcao do ninho.
A. Freqiiéncias de construcao do ninho. Dia 2 pés-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
B. Frequéncias de construcdo do ninho. Dia 3 pds-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
C. Frequéncias de construgdo do ninho. Dia 4 p6s-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
D. FreqUiéncias de construcado do ninho. Dia 5 pds-natal: periodo claro 1,

claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 32. Construcao do ninho.
A. Frequiéncias de construgdo do ninho. Dia 6 pds-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
B. Frequéncias de construcdo do ninho. Dia 7 pds-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
C. Frequéncias de construgdo do ninho. Dia 8 p6s-natal: periodo claro 1,

claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 33. Amamentacao.



A. FreqUéncias de amamentacao dia 2 pos-natal:

2, claro 3 e escuro.

B. Freqliéncias de amamentacao dia 3 pds-natal:

2, claro 3 e escuro.

C. Frequéncias de amamentacao dia 4 pds-natal:

2, claro 3 e escuro.

D. Freqgliiéncias de amamentacao dia 5 pds-natal:

2, claro 3 e escuro.

Figura 34. Amamentagéo.

A. FreqUéncias de amamentacao dia 6 pos-natal:

2, claro 3 e escuro.

B. Freqliéncias de amamentacao dia 7 pds-natal:

2, claro 3 e escuro.

C. Frequéncias de amamentacao dia 8 pds-natal:

2, claro 3 e escuro.

Figura 35. Interagdo com os filhotes.

periodo claro 1, claro

periodo claro 1, claro

periodo claro 1, claro

periodo claro 1, claro

periodo claro 1, claro

periodo claro 1, claro

periodo claro 1, claro

A. Frequiéncias de interacdo com os filhotes dia 2 pds-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

B. FreqUéncias de interacdo com os filhotes dia 3 poés-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

C. Freqiiéncias de interacdo com os filhotes dia 4 pdés-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.



D. FreqUéncias de interacdo com os filhotes dia 5 pds-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 36. Interacdo com os filhotes.
A. Freqiiéncias de interacdo com os filhotes dia 6 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
B. Freqléncias de interagdo com os filhotes dia 7 po6s-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
C. Frequéncias de interagdo com os filhotes dia 8 pds-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 37. M&e no ninho sem posi¢cao de amamentacao.
A. Freqliéncias de mae no ninho sem posicdo de amamentacao dia 2
pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
B. Freqléncias de mae no ninho sem posicdo de amamentacao dia 3
pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
C. Freqliéncias de mae no ninho sem posicdo de amamentacao dia 4
pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
D. Frequéncias de mae no ninho sem posi¢cdo de amamentacao dia 5

pbs-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 38. M&e no ninho sem posi¢cao de amamentacao.
A. Freqliéncias de mae no ninho sem posicdo de amamentacao dia 6

pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.



B. FreqUéncias de mae no ninho sem posicdo de amamentacéo dia 7
pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
C. Freqliéncias de mae no ninho sem posicdo de amamentacao dia 8

pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 39. Numero de lambidas.
A. FreqlUéncias de numero de lambidas dia 2 pés-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
B. FreqUéncias de numero de lambidas dia 3 pds-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
C. FreqUéncias de numero de lambidas dia 4 p6s-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
D. Freqtiéncias de numero de lambidas dia 5 pds-natal: periodo claro 1,

claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 40. Numero de lambidas.
A. FreqlUéncias de numero de lambidas dia 6 pds-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
B. FreqUéncias de numero de lambidas dia 7 pds-natal: periodo claro 1,
claro 2, claro 3 e escuro.
C. FreqUéncias de numero de lambidas dia 8 p6s-natal: periodo claro 1,

claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 41. Permanéncia fora do ninho.



A. Frequéncias de permanéncia fora do ninho dia 2 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
B. FreqUéncias de permanéncia fora do ninho dia 3 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
C. Freqléncias de permanéncia fora do ninho dia 4 pés-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
D. Frequéncias de permanéncia fora do ninho dia 5 pds-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

Figura 42. Permanéncia fora do ninho.
A. Frequéncias de permanéncia fora do ninho dia 6 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
B. FreqUéncias de permanéncia fora do ninho dia 7 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
C. Freqléncias de permanéncia fora do ninho dia 8 pés-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.



ACTH — Hromdnio Adrenocorticotrofico

AVP — Horm@énio arginina vasopressina
CRH — Horménio liberador de corticotrofinas
CORT — Horménio corticosterona

GH — Horménio do crescimento

GR — Promotor do receptor de glicocorticéide
HPA — Hipotalamo-Hipéfise-Adrenal

LC — Locus Coeruleus

N — Numero Amostral

NA — Noradrenalina

ODC - Ornitina descarboxilase

PRL — Hormonio Prolactina

PVN — Nucleo paraventricular do hipotalamo

SNC - Sistema Nervoso Central
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O comportamento maternal em ratas consiste de varios elementos
integrados que estdo relacionados com a nutricdo e o cuidado dos filhotes.
Interacbes na relagdo mae-filhote sdo importantes para o crescimento e
desenvolvimento adequados dos mamiferos. A interrupcdo de estimulos
sensoriais providos pela mée tem efeitos negativos no desenvolvimento da
ninhada em muitas espécies. Em modelos animais tratamentos estressores as
fémeas prenhas ocasionam mudancas notaveis na fisiologia e no
comportamento de sua ninhada, podendo causar numerosas disfungdes tanto
nas maes quanto em seus filhotes

O presente trabalho tem por objetivo investigar os efeitos de dois tipos
de eventos estressores ambientais durante o periodo perinatal - restricao de
substrato para a construgdo do ninho e apresentacdo de um predador natural -
bem como suas diferentes combinagdes, sobre o padrdo comportamental da
relacdo da mae para com sua cria, em ratas wistar, bem como seu padréao de
comportamento agressivo, possiveis comportamentos tipo-depressivos e o
nivel de ansiedade destes animais.

Como resultado, observa-se no presente trabalho que, os estresses
ambientais aplicados durante o periodo perinatal ndo ocasionaram alteragdes

significativas nos comportamentos relacionados ao cuidado maternal ou ao



comportamento agressivo maternal. Entretanto, observou-se um padréo
diferenciado de cuidado maternal nas fémeas submetidas aos eventos
estressores estudados. Além disso, ndo foram observados comportamentos
tipo-depressivos (medidos pelo teste agudo de nado forcado) ou aumento do
nivel de ansiedade (medido pelo teste de labirinto em cruz elevado) destas

maes submetidas a estes paradigmas.



Hhstract

Maternal behavior in rats consists of several integrated elements that are
related to nutrition and care of the offspring. Mother-pup interactions are
important for proper growth and development of mammals. The interruption of
sensory stimulation provided by the mothers has negative effects on offspring’s
development in many species. In animal models stressors treatment aplplied to
pregnant females causes dramatic changes in their offspring’s physiology and
behavior, which may cause many disorders in both mothers and pups.

This study aimed to investigate the effects of two types of environmental
stressors during the perinatal period - the restriction of substrate for nest
building and exposure to a natural predator - as well as their different
combinations on the behavioral pattern of the mother’s relationship towards
their offspring in Wistar rats, as well as their pattern of aggressive behavior,
possible depressive-like behavior and anxiety level.

As a result it was observed in this study that the environmental stresses
applied during the perinatal period did not produce significant changes in
behaviors related to maternal care or maternal aggressive behavior in females
subjected to the stressful events studied. However, there was a distinct pattern
of maternal care in females subjected to stressful events studied. Furthermore,

depressive-like behaviors (measured by acute forced swim test) or anxiety



(measured by the elevated plus maze test) were not observed in these mothers

subjected to these paradigms.



O Comportamento Maternal

O comportamento maternal em ratas consiste de varios elementos integrados
que estdo relacionados com a nutricdo e o cuidado dos filhotes. Eles podem
envolver diretamente os filhotes (amamentagéo, lambida, busca de filhotes) ou nao
(construgdo de ninhos, agressdao maternal). Este padrdo complexo aparece
espontaneamente em maes primiparas. Perto da data do parto, a mée inicia uma
seqliéncia de mudancas comportamentais que visam receber adequadamente os
filhotes (Numan & Insel, 2003). Ela muda seus padrdes de limpeza corporal, levando
mais tempo na limpeza da regido mamaria e, alguns dias antes do parto, ela constroi
um ninho com o substrato disponivel (Numan, 1988).

Uma das hipbéteses que poderia explicar o rapido surgimento do
comportamento maternal seriam as mudangas hormonais que ocorrem no término
da gestacado (Numan, 1994). No final da gestagdo e durante os primeiros dias de
lactagéo, a fémea passa por mudangas hormonais (Byrnes & Bridges, 2006; Numan,
1994) e comportamentais importantes que induzem e habilitam-na a proteger e
orientar a ninhada (Poindron, 2005; Stern & Johnson, 1990).

Entretanto, uma vez estabelecida a interacdo mae-filhote, a resposta maternal

passa a ser induzida por estimulo dos filhotes, independentemente da acao



hormonal (Van Leengoed et al., 1987). A rata lactante precisa de varios estimulos,
além das mudangas hormonais causadas pela gestacdo em si, para estabelecer
uma resposta maternal. O principal estimulo € a presenca dos filhotes, que atrai a
atencdo da mae, com alguns comportamentos como vocalizagdes e movimentos do
corpo (Pawluski et al., 2009; Polan & Hofer, 1999) e pelo olfato (Poindron, 2005;
Lévy et al., 2004; Lévy, 1998; Moore, 1985; Jans & Leon, 1983).

Os filhotes de ratos, assim como a maioria dos roedores, nascem altriciais,
isto é, sdo parcialmente imoveis, desprovidos de pélos, surdos e cegos, incapazes
de se locomover e de regular sua temperatura (Grota & Ader, 1969; 1975). Durante
o periodo da lactacdo, as maes apresentam comportamento de cuidar dos filhotes e
manifestam-no pela busca dos mesmos quando estes se afastam do ninho, pela
estimulacdo da micgao por meio da lambida anogenital, pelo posicionamento sobre
os filhotes para prové-los de nutricdo e calor, pela construgdo do ninho e por defesa
contra intrusos (Grota & Ader, 1969; Stern & Johnson, 1990; Albert & Walsh, 1995).
Até aproximadamente o 12° dia de vida é a mde quem toma a iniciativa de se
aproximar dos filhotes. Sendo assim, a variagcdo no cuidado maternal pode ser
considerada o diferencial para as experiéncias sensoriais no desenvolvimento dos
filnotes. Apos esse periodo, os filhotes estdo aptos a se locomover e a deixar o
ninho, entdo sao eles que se aproximam da mae para requerer cuidados (Grota,
1975).

O comportamento maternal é caracterizado por uma ritmicidade, sendo mais
intenso durante o dia e, no ciclo claro-escuro, sofre uma inversdo a cada trés dias. A
mae nao altera a maioria dos comportamentos em relacao aos filhotes, mas altera a
periodicidade deste, isto €, ela comecga a ter cuidado maternal durante o periodo

escuro e também durante o periodo claro (Schelstraete et al., 1992).



Interacées na relacdo mae-filhote s&o importantes para o crescimento e
desenvolvimento adequados dos mamiferos. A interrupgdo de estimulos sensoriais
providos pela mée tem efeitos negativos no desenvolvimento da ninhada em muitas
espécies (Schanberg & Kuhn, 1980; Pauk et al., 1986).

O estabelecimento de uma interacdo normal entre a mae e o filhote é critico
para o crescimento e o desenvolvimento comportamental na maioria das espécies
de mamiferos (Moriceau & Sullivan 2005, Sullivan 2003). A realizacdo de
comportamentos reciprocos entre a mée e o filhote aumenta a chance do filhote
sobreviver, e vindo a sobreviver, ele ira se reproduzir e criar, com sucesso, seus
proprios filhos (Insel & Young 2001, Anand & Scalzo 2000, Fleming et al. 1999).

Em ratos, diferencgas individuais nas respostas comportamentais e enddcrinas
ao estresse estdo associadas com as variagdes que ocorrem sobre o cuidado
maternal durante a infancia (Caldji et al., 1998, McCarty et al., 1992;). Isso inclui uma
reducéo na atividade de ornitina descarboxilase (ODC), que é um indice sensivel de
crescimento e diferenciacdo celular, na diminuicdo da secre¢do do hormoénio do
crescimento (GH), bem como um aumento na secrecao de corticosterona (CORT)
(Pauk et al., 1986).

Ha dados que demonstram, em ratos, ocorrer variagées naturais no cuidado
maternal que alteram permanentemente o comportamento e a regulagao
neuroquimica dos filhotes (Champagne et al. 2003, Bredy et al., 2003; Levine et al.
2001, Francis et al., 2002). Liu et al. (1997) mostraram que os filhotes de maes que
permanecem mais tempo com 0s mesmos, lambendo-os mais, quando adultos
apresentam um aumento da concentragdo de receptores para glicocorticdides no
hipocampo e uma menor secrecdo de ACTH e corticosterona em resposta ao

estresse.



Respostas Ao Estresse

A homeostase € um processo de coordenacao fisioldgica o qual mantém
estavel a maior parte dos estados no organismo. Este equilibrio estavel pode ser
constantemente ameacado por uma variedade de disturbios ou estimulos, tanto
externos quanto internos. Nestas situagcdes de ameaca ou perigo, 0S organismos
desencadeiam diversas respostas adaptativas que visam manter a homeostasia,
chamadas de respostas ao estresse. As respostas ao estresse, que habilitam um
organismo a enfrentar uma ameaca ou desafio de estimulos ambientais, consistem
em um complexo conjunto de componentes enddcrinos, neurovegetativos e
comportamentais (Caldji et al., 2001; Johnstone et al., 2000; Patin et al., 2002; Rima
et al.,, 2009, Kiaer et al., 2010).

Os dois principais sistemas neuroendécrinos envolvidos em integrar as
respostas a um estressor sdo o eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e o sistema
neurovegetativo simpatico. A ativacao do eixo HPA resulta na liberacdo de cortisol
ou corticosterona do cértex da adrenal. O aumento da atividade catecolaminérgica e
da ativacao deste eixo integrado com diversos outros sistemas neuroendocrinos
regula a funcdo vascular e a captagcdao de energia, facilitando as respostas
comportamentais adequadas e servindo para manter a homeostase (Meaney et al.,
1993; Meerlo et al., 1999). Para que isto ocorra, os neurbnios do nucleo
paraventricular (PVN) do hipotalamo, sintetizam e secretam o horménio liberador de
corticotrofina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), que irdo atuar ativando a
hipéfise anterior e promovendo a liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH). Este, por sua vez ira promover a secrec¢ao de glicocorticoides pelo cértex da

adrenal (Handa et al., 1994; Francis et al., 1996; Herman & Cullinan, 1997).



Os glicocorticéides, em um organismo adulto, servem para regular diversas
funcbes que visam a manutengado dos processos metabdlicos basicos, bem como a
regulagdo de um organismo em resposta ao estresse. No homem, o glicocorticéide
de maior importancia é o cortisol e no rato, a corticosterona. A maior parte dos
efeitos da corticosterona é rapidamente revertida em um organismo adulto,
entretanto a administracao deste horménio durante o desenvolvimento tem mostrado
efeitos permanentes no crescimento e na diferenciagdo de diversos sistemas,
incluindo o sistema nervoso central (SNC) (Levine, 2001).

Estudos com modelos animais demonstraram um decréscimo induzido pelo
estresse durante o periodo de lactacdo nas concentragdes plasmaticas de ocitocina
(Carter & Lightman, 1987; Higuchi et al, 1988; Neumann et al, 1993),
catecolaminas, prolactina (Higuchi et al., 1989), ACTH e corticosterona (Stern et al.,
1973; Walker et al., 1992; Windle et al., 1997).

A ativacdo do sistema neurovegetativo simpatico também é induzida em
resposta ao estresse e resulta na liberacdo de noradrenalina (NA) nos terminais
sinapticos e pela medula da adrenal na corrente sangiiinea, onde juntamente com
os glicocorticoides ira aumentar a lipolise, a glicogendlise e o catabolismo de
proteinas. Além desta descarga periférica, o estresse também induz a secrecéo de
noradrenalina no SNC, sendo que grande parte origina-se no Locus coeruleus (LC)
(Melia & Duman, 1991; Konstandi et al., 2000). Assim, as catecolaminas promovem
diversas alteragcdes nas funcbes vegetativas, o que ird contribuir para que o
organismo mantenha o equilibrio homeostatico durante o estresse (Kopin, 1995).

A corticosterona € um dos principais hormdnios avaliados na resposta a
diversos tipos de estressores, entretanto a prolactina (PRL) também responde a

esses estimulos, sendo utilizada como um eficiente marcador da resposta ao



estresse. Em ratos, tanto em machos quanto em fémeas, a exposi¢cdo aguda a
diversos tipos de estressores resulta em um consideravel aumento nos niveis
plasmaticos de prolactina (Wilson et al., 2000). Dentre os estimulos estressores,
pode-se citar 0 estresse por éter, por contengédo e por exposicao ao calor (Freeman
et al., 2000). Diferentemente da resposta da corticosterona, que € mais tardia e
prolongada, a prolactina retorna aos niveis basais dentro de aproximadamente 15
minutos. Foi demonstrado que, o pico de concentracdo plasmatica de PRL ocorre
entre 2 e 5 minutos apds o estresse por exposicdo ao éter e o retorno as
concentragcbes basais ocorre apds 5 minutos (Wakabayashi et al, 1971). Sendo
assim, os niveis de PRL juntamente com os de ACTH podem ser considerados,
como indice quantitativo das respostas a diferentes estressores (Freeman et al.,

2000).

Estresse Perinatal

Nas dltimas décadas tem se demonstrado um incrivel aumento de interesse
no topico de influéncias ambientais sobre a fisiologia e comportamento de
organismos (Kalinichev et al., 2002; Baker et al., 2008; Baker et al., 2009). Varias
evidéncias indicam que a exposicao a eventos adversos no inicio da vida pode
aumentar a vulnerabilidade a inUmeras psicopatologias na vida adulta (Heim et al.,
1997; Ladd et al., 2000; Caldji et al., 2001).

Muitos estudos observacionais de modelo de estresse ja sdo relatados em
seres humanos, entre eles, estresse pré-natal em mulheres, onde se tem
demonstrado diversas variagbes desse desequilibrio fisioldgico como: indices

abortivos, dificuldades durante o parto, baixo peso dos neonatos e altas



percentagens de descendentes prematuros (Homer et al., 1990). Além disso, alguns
autores sugerem a existéncia de uma relagdo entre o estresse psicolégico maternal
e o aumento, nos filhos, da incidéncia de sintomatologia de esquizofrenia e
depressao (Huttunen & Niskanen, 1978; Van Os. et al.,1998; Watson et al., 1999;
Gutteling et al. 2005).

Em modelos animais, tratamentos estressores as fémeas prenhas ocasionam
mudancas notaveis na fisiologia e no comportamento de sua ninhada (Patin et al.,
2005; Darnaudéry & Maccari, 2008). Eles podem causar numerosas disfuncdes tanto
nas maes quanto em seus filhotes (Becker et al., 1977; Barlow et al., 1978; Power et
al., 1986; Peters, 1988; Weinstock et al., 1988; Henry et al., 1994; Maccari et al.,
1995; Pardon et al., 2000). Esse tipo de estudo tem sido examinado de uma maneira
mais extensiva, principalmente em ratos, onde alteracées nesse periodo, além de
causar efeitos j& comentados anteriormente, ainda podem fazer com que ocorram
nesses animais hiperatividade, emocionalidade aumentada e déficits cognitivos
neurolégicos (Stott, 1973; Smith et al., 1981; Grimm et al., 1987; Weller et al., 1988;
Weinstock et al.,, 1992; Poltyrev et al., 1996; Weinstock, 1997; Gétz et al., 2008).
Além disso, outras pesquisas mostram que o estresse durante esse periodo afeta
tanto a capacidade como a discriminagdo do aprendizado no water maze em ratos
(Smith et al., 1981).

O estresse pré-natal de forma repetida produz déficits comportamentais, mas
essas alteracdes ndo parecem ser diferentes quanto comparadas com os produzidos
por um estresse de forma mais aguda, como por exemplo, um predador natural (um
gato). Nesse estudo de apresentacdao a um predador natural ainda pode-se verificar
que as concentragdes de corticosterona de mées estressadas foram bem superiores

aos das maes controles (Lordi et al., 2000).
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O estresse, no periodo da lactagdo em ratos afeta também a relagcdo mae-
filhote. Estudos demonstraram que alteragdes ou interferéncias nesta relacao podem
provocar disturbios, modificando o comportamento da mae em relagéo aos filhotes,
causando assim mudangas comportamentais, neuroenddcrinas, imunoldgicas e
neurais que parecem perdurar ao longo da vida do animal (Arnsten, 1998; Gomes et
al., 1999; Meerlo et al., 1999; Padoin et al, 2001; Champagne et al., 2003;
Giovenardi et al., 2005).

Em humanos, pesquisas demonstraram que a depressao € comum durante a
gestagado e é associada com indicadores de privagdo socio-econémica, violéncia e
perda de um relacionamento intimo, e com uma prévia historia de depresséo (Lovisi
et al., 2005). Atualmente, muitas questdes sobre os mecanismos de agao envolvidos
na depressao pos-parto ainda permanecem desconhecidas (Bennett et al., 2004).

No periodo préximo ao parto, uma gama de alteragbes comportamentais e
enddcrinas tém sido relatadas em relagdo a responsividade ao estresse em
inUmeras espécies, incluindo: ratos, ovelhas e humanos, por meio de adaptagdes de
quase todos os niveis do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA). Estas adaptacdes
podem incluir alteragbes nos processos de percepgdo ao estressor em regides
limbicas do encéfalo, na avaliagdo emocional de um estimulo externo, resultando
em: (1) uma resposta comportamental alterada a um dado estressor (Walker et al.,
1995; Windle et al.,, 1997b; Neumann et al., 1998; Lightman et al., 2001); e (2)
alteragOes de inputs excitatérios e inibitérios aos neurdnios hipotalamicos do nucleo
paraventricular (PVN) e/ou nucleo supradptico (Toufexis & Walker, 1996; Douglas et
al., 1998) sintetizando o horménio liberador de corticotrofinas (CRH), ocitocina ou

vasopressina.



Consequientemente, a atividade de neurbnios de horménio liberador de
corticotrofinas (CRH) e de vasopressina, 0s quais representam ser os principais
reguladores da sintese e secrecdo do hormonio adenocorticotréfico (ACTH) no nivel
da adenohipéfise do eixo HPA, é esperadamente alterada.

Uma diminuicdo na atividade do sistema CRH, por exemplo, incluindo a
sintese de CRH no PVN (Douglas & Russell, 1994) e a ligacdo de CRH na
adenohipoéfise (Neumann et al.,, 1998) demonstrada no periodo final da gestacao
pode, a0 menos em parte, somar para a reducdo da liberacdo de ACTH e
consequentemente de corticosterona no sangue em resposta a um estimulo externo
tanto durante o periodo de gestagcdo quando no periodo de lactacdo (humanos:
Altemus et al., 1995; ratos: Stern et al., 1973; Lightman & Young Ill, 1989; Walker et
al., 1995; Windle et al., 1997b; Neumann et al., 1998; ovelhas: Keller-Wood, 1995).

Além dessas alteragdes no processamento do estimulo recebido, alteragdes
dos mecanismos de retroalimentacdo negativa do eixo HPA dado por
glicocorticéides via receptores mineralo e glicocorticides presentes nos niveis
limbico, hipotaldamico e adenohipofisario, podem resultar em um deslocamento do
ponto excitatério da resposta ao estresse no periodo periparto (Johnstone et al.,
1998, 2000). Além disso, embora altamente ativados no periodo pés-parto a fim de
garantir as funcgdes reprodutivas, o sistema ocitocinérgico responde pouco a
estimulos ndo diretamente ligados a eventos reprodutivos e é atenuado conforme
indicado por uma reducdo na secrecdo de ocitocina no sangue em resposta a
diversos estimulos (Carter & Lightman, 1987; Neumann et al., 1995, 1998; Walker et

al, 1995; Douglas & Russell, 2001).



O aumento da atividade encefélica do sistema ocitocinérgico no periodo pos-
parto leva a hipétese de uma participagdo de ocitocina nas adaptagdes
comportamentais e neuroendécrinas vista neste momento (Neumann, 2001).

Baseado nesse conjunto de dados, o presente trabalho tem por objetivo
investigar os efeitos de diferentes tipos de eventos estressores durante o periodo
perinatal, bem como suas diferentes combinacgdes, sobre o padrao comportamental

da relagdo da mae para com sua cria, em ratas wistar.
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Considerando-se que eventos ambientais que ocorram no periodo perinatal
produzem efeitos sobre aspectos comportamentais e neuroendécrinos das fémeas
de inUmeras espécies e que, estes se manifestam na diminuicdo ou redugdo do
comportamento maternal, diminuigdo do comportamento agressivo maternal,
aumento da ansiedade e em alteragcdes dos niveis hormonais responsivos a eventos
estressores e/ou relacionados ao comportamento maternal, levantou-se a hipétese
de que estimulos ambientais estresssantes (restricdo de substrato para construgédo
do ninho, bem como a presenca de um predador natural) combinados possam afetar
0S mecanismos que regulam o comportamento maternal, diminuindo a interacao

mae-filhote.



O presente trabalho tem por objetivo analisar os efeitos da combinacédo de
estimulos ambientais estressantes no periodo gestacional e nos dois primeiros dias
pds-parto sobre 0 comportamento maternal de ratas lactantes. O modelo utilizado se
trata de uma adaptacao do protocolo experimental desenvolvido por Fenoglio et al.,
2006 cujo estimulo estressante aplicado em ratas lactantes foi a redugdo do
substrato para a construgcao do ninho, o qual € um estimulo natural e relacionado ao
comportamento maternal pois as mesmas, nos ultimos dias de gestagdo, ja
comegam a preparar o ninho, mantendo-o durante toda lactacdo. Pretendemos com
iSso associar o0 estresse a uma atividade do comportamento maternal, ou seja, ao
fato da fémea ter que cuidar de seus filhotes. Além disso, no primeiro dia apds o
parto, a rata foi exposta agudamente a um predador natural (gato — adaptado de
Patin et al., 2002). O presente protocolo combina estresse pré-parto e poés-parto da

mae.

Objetivos Especificos

Mais especificamente, este projeto pretendeu estudar os efeitos do estresse

causados pelas variagbes do ambiente préximo ao parto e as alteragbes do

comportamento maternal induzidas por este procedimento quando comparados a



animais que nao sofreram nenhuma intervengdo neste periodo. Dessa maneira,
pretendeu-se induzir uma diminuicdo do comportamento maternal e do
comportamento agressivo maternal juntamente com um aumento do nivel de

ansiedade destes animais. Para isso propomos:

Verificar os efeitos dos eventos estressores pré-natal (restricdo de substrato)
e poés-natal (apresentacdo a um predador natural), individualmente ou combinados,
sobre: o comportamento maternal; nos parametros envolvidos no teste de
comportamento agressivo maternal; nos parametros envolvidos no teste agudo de

nado forgado e nos parametros envolvidos no teste de labirinto em cruz elevado.



Local de Realizacao

Todos o0s experimentos abaixo relacionados apresentaram condicées de
serem realizados na Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Estes
experimentos foram realizados no laboratério de Neuroendocrinologia do
Comportamento do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (laboratério 11 — ICBS —
UFRGS), sob a orientagéo do professor Dr. Aldo Bolten Lucion e co-orientacdo da
professora Dr. Annabel Ferreira — Universidad de La Republica (UDELAR -

Montevideo - Uruguai).

Comité de Etica em Pesquisa Institucional

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul analisou o projeto numero 200795 em 20 de novembro de 2008, reunido numero
39, ata ndmero 119.

O mesmo foi aprovado por estar adequado ética e metodologicamente e de
acordo com a Resolugcdo 196/96 e complementares do Conselho Nacional de

Saude.



Animais

Fémeas

Foram utilizadas 56 ratas fémeas adultas ndo prenhas (aproximadamente 40
dias), da variedade Wistar, provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. As mesmas foram transferidas ao biotério setorial do laboratério de
Neuroendocrinlogia do Comportamento. Estas ratas aos 50 — 70 dias apresentando-
se na fase estral Proestro foram colocadas em caixas-residéncia juntamente com um
macho sexualmente ativo durante as primeiras horas do periodo noturno do ciclo,
com maravalha servindo de substrato. Analisamos diariamente as fases do ciclo
estral destas fémeas para garantir a prenhez. As fémeas apresentaram um
monitoramento diario para que o parto fosse o mais controlado possivel. Ao
assegurarmos a prenhez da fémea (analisando o ciclo estral e apresentando
espermatozdides na secrecdo vaginal), esta foi disposta individualmente em uma
caixa-residéncia contendo maravalha ou um pequeno montante da mesma como
substrato (dependendo do grupo experimental que a mesma foi inserida) durante
todo o periodo gestacional. Todos os animais foram mantidos no biotério setorial sob
um ciclo claro-escuro de 12:12 horas, com inicio da fase escura as 18:30 horas. A
temperatura do biotério foi mantida constante em torno de 22°C+1°C. Todos os
animais tiveram livre acesso a agua e comida durante todo o periodo desta

pesquisa.



Filhotes

Os filhotes foram mantidos juntamente com a fémea durante todo o periodo
de lactacdo. Tentamos minimizar a manipulacao dos mesmos (tanto da mae quanto
dos filhotes), pois analisamos durante os primeiros 08 dias de lactacdo o
comportamento maternal, sendo tal manipulacdo mantida apenas para a
padronizacao do numero de filhotes no dia da parturicao (padronizado como 06 a 08
filhotes por ninhada) e para as limpezas das caixas-residéncias. No dia 09 pés-natal,
os filhotes foram transferidos com sua respectiva mae para outro compartimento
para a realizagédo da filmagem do comportamento agressivo maternal. Estes filhotes
foram descartados a partir do 21° dia (pdés-desmame) seguindo todos os
procedimentos exigidos pelo Comité de Etica desta Instituicdo de Ensino, quando
todos os experimentos com maes e filhotes ja tinham sido concluidos. Todos os
animais foram mantidos no biotério sob um ciclo claro-escuro de 12:12 horas, com
inicio da fase escura as 18:30 horas. A temperatura do biotério foi mantida constante
em torno de 22°C+1°C. Todos os animais tiveram livre acesso a agua e comida

durante todo o periodo desta pesquisa.

Calculo do tamanho amostral

Comportamento Maternal: Para a realizagdo dos testes de comportamento
maternal o n amostral foi calculado para a variavel freqiiéncia de lamber os filhotes,
com base em estudos realizados pelo grupo SMITH et al., 2004. Foi considerado um
poder de 99.9% para um nivel de significancia de p < 0.05. n calculado de 17

animais por grupo.



Comportamento Agressivo Maternal: Para a realizagdo dos testes de
comportamento agressivo maternal o n amostral foi 0 mesmo utilizado para os testes
de comportamento maternal, visto que as mesmas ratas foram submetidas a este
protocolo experimental.

Teste de Nado Forcado: Para a realizacdo dos testes de nado forcado o n
amostral foi 0 mesmo utilizado para os testes de comportamento maternal, visto que
as mesmas ratas foram submetidas a este protocolo experimental.

Teste de Labirinto em Cruz Elevado: Para a realizagdo dos testes de labirinto
em cruz elevado o n amostral foi o mesmo utilizado para os testes de
comportamento maternal, visto que as mesmas ratas foram submetidas a este
protocolo experimental.

O numero de amostras por grupo/por experimento variam entre os estudos,
pois muitas vezes a gestacdo ndo se estabeleceu, o numero de filhotes foi muito
pequeno e a ninhada foi excluida dos experimentos ou por problemas nas analises

das filmagens dos testes comportamentais.

Grupos Experimentais

Grupos de Gestantes

As ratas prenhas foram divididas em quatro grupos sendo seus respectivos n

demonstrados entre parénteses:

e Grupo controle (n = 14): As fémeas deste grupo foram dispostas em caixas-

residéncia e, durante todo o periodo gestacional e pés-natal (08 primeiros dias pos-



parto), ndo foram apresentadas aos fatores de estresse utilizados neste experimento
(restricio de maravalha ou apresentacdo ao predador) sendo, portanto,
consideradas nossas fémeas controle. As caixas foram higienizadas no dia da

parturicao e no 9° dia pds-parto.

e Grupo estresse pré-natal (n = 14): As fémeas deste grupo foram dispostas
em caixas-residéncias e, ao constatar-se a prenhez das mesmas, foram mantidas
durante o periodo gestacional com pouco substrato (maravalha) e uma lamina de
papel filtro em suas devidas caixas (procedimento explicado adiante). Durante o
periodo gestacional, estas fémeas apresentaram a manipulacdo de suas caixas-
residéncia minimizada, para que o agente estressor “reducdo de substrato” fosse o
principal fator de impacto sobre o comportamento das mesmas. Para o devido fim,
durante este periodo, as caixas-residéncia ndo foram limpas. No dia 0 (dia da
parturicdo) as caixas-residéncia foram limpas e durante o restante do periodo
experimental, o protocolo de higienizagdo das caixas-residéncia foi mantido no

padrao comum (sendo limpas no dia da parturicao e no 9° dia pés-natal).

e Grupo estresse pds-natal (n = 14): As fémeas deste grupo foram colocadas
em caixas-residéncia e, ao constatar-se a prenhez das mesmas, foram mantidas
durante o periodo gestacional em caixas-residéncia contendo um montante padrdo
normal de substrato (maravalha). No dia 01 poés-natal esta caixa-residéncia foi
encaminhada a sala de analise nas primeiras horas do ciclo escuro (19:15 — 19:30
horas) e deixada la durante um periodo de tempo para ambientalizacao da fémea e
seus filhotes a um novo ambiente. Apds a ambientalizacdo, as fémeas deste grupo

experimental foram apresentadas ao predador por duas vezes de 15 minutos, com



um intervalo de 15 minutos entre ambas as apresentagdes. As fémeas foram
transferidas novamente ao biotério setorial do laboratério de Neuroendocrinologia e
ali mantidas durante todo o periodo de lactagédo (até o 15° dia pds-natal). Durante
todo este experimento, as caixas-residéncia foram higienizadas normalmente
seguindo o padrao comum do laboratério (sendo limpas no dia da parturicao e no 9°

dia pés-natal).

e Grupo estresse pré e pos-natal (n = 14): As fémeas deste grupo foram
dispostas em caixas-residéncias e, ao constatar-se a prenhez das mesmas, foram
mantidas durante o periodo gestacional com pouco substrato (maravalha) e uma
lamina de papel filtro em suas devidas caixas (procedimento explicado adiante).
Durante o periodo gestacional, estas fémeas apresentaram a manipulagdo de suas
caixas-residéncia minimizada, para que o agente estressor “reducao de substrato”
fosse o principal fator de impacto sobre o comportamento das mesmas. Para o
devido fim, durante este periodo, as caixas-residéncia ndo foram limpas. No 01¢ dia
pbs-natal esta caixa-residéncia foi encaminhada a sala de andlise nas primeiras
horas do ciclo escuro (19:15 — 19:30 horas) e deixada la durante um periodo de
tempo para ambientalizagdo da fémea e seus filhotes a um novo ambiente. Apés a
ambientalizacdo, as fémeas deste grupo experimental foram apresentadas ao
predador por duas vezes de 15 minutos, com um intervalo de 15 minutos entre
ambas as apresentagbes. As fémeas que foram utilizadas para os testes
comportamentais foram transferidas novamente ao biotério setorial do laboratério de
Neuroendocrinologia e ali mantidas durante todo o periodo de lactagéo (até o 15° dia

pds-natal). Durante todo este experimento, as caixas-residéncia foram higienizadas
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normalmente seguindo o padrdo comum do laboratério (sendo limpas no dia da

parturicao e no 9° dia pds-natal).

Padroes adicionais adotados neste protocolo:

Seguindo o padrdao de todos 0s grupos experimentais, todas as ratas
pertencentes a este experimento (portanto, a todos os grupos) foram dispostas,
durante o periodo gestacional até o primeiro dia poés-natal, em caixas-residéncia
contendo uma lamina de papel filtro (medidas: 37,5cm x 31cm) abaixo da maravalha
disposta como substrato.

Para o grupo controle, a quantidade de maravalha disponibilizada durante
este periodo foi de 120g de substrato dispostos sobre a lamina de papel filtro.

Para os grupos que foram submetidos ao estresse pré-natal (Figura 1), a
quantidade de maravalha disponibilizada durante este periodo foi de 20g de

substrato dispostas sobre a lamina de papel filtro.

Figura 1: Rata submetida ao estresse pré-natal - restricao de maravalha - durante a Gltima semana

do periodo gestacional (7 + 1 dias antes da parturigao);



Delineamento Experimental

Procedimento 1

Procedimento de estresse pré-natal

Para a realizacdo do procedimento de estresse pré-natal, ratas prenhas com
seu periodo de gestacao devidamente confirmado por analises do ciclo estral foram
dispostas em caixas-residéncia com restricdo de substrato (maravalha) e uma
lamina de papel filtro (protocolo adaptado a partir de Fenoglio et al., 2006 — Figuras
1 e 2) para a construgcdo do ninho aproximadamente uma semana antes do parto.
Durante o periodo gestacional, estas fémeas apresentaram a manipulagdo de suas
caixas-residéncia minimizada, para que o agente estressor “reducado de substrato”
fosse o principal fator de impacto sobre o comportamento das mesmas. Portanto,
suas caixas nao foram higienizadas nesta fase. No dia 01 pds-natal, as fémeas que
foram mantidas para posteriores testes comportamentais adotaram novamente o
padrdo comum de higienizacdo das caixas-residéncia utilizados em nosso
laboratério (a limpeza das caixas foi realizada duas vezes por semana até o final do

experimento).



Modelo experimental

_
inho com restricao - = -
de maravalha | Periodo de Lactacéo (21 dias) |
7 dias antes do parto |
Dia 0

Figura 2: Procedimento de estresse pré-natal.

Procedimento de estresse pos-natal

A realizacdo do procedimento de estresse poés-natal (Figura 3) ocorreu no
primeiro dia pos-parto. No primeiro dia poés-natal (dia 01) a caixa-residéncia
contendo a fémea e sua ninhada foi transferida durante o periodo escuro dos ratos
(19:15 — 19:30 horas) do biotério setorial do laboratorio de Neurociéncias para uma
sala de experimentos situada no préprio Instituto. A caixa-residéncia foi entao
mantida por um determinado tempo nesta nova sala para que a fémea e os filhotes
se adptassem com o novo ambiente. Depois de constatada a ambientalizacdo, uma
gaiola contendo um gato adulto foi disposta sobre a caixa-residéncia contendo a
fémea e sua ninhada. Esta gaiola foi deixada nesta posicado durante 15 minutos.
Passados estes 15 minutos, esta gaiola foi retirada da sala de experimento por 15
minutos e, novamente, foi recolocada sobre a caixa-residéncia por mais 15 minutos

(protocolo adaptado de Patin et al., 2002 — Figura 4).
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Figura 3: Procedimento de estresse pds-natal.

Figura 4: Imagem demonstrando uma rata

submetida ao procedimento de estresse pds-natal;

Procedimento 2

Observacao do comportamento maternal

O comportamento maternal nos quatro grupos de fémeas lactantes (N=17 por
grupo) foi observado diariamente em quatro segbes de 72 minutos cada até o dia 08
pos-parto (Figura 6). As observagdes ocorreram em tempos regulares, sendo trés
periodos na fase clara (10:00, 13:00 e 16:00h) e um na fase escura (18:30h). Em
cada periodo o comportamento das lactantes foi observado e registrado a cada 3
minutos (25 observagbes por periodo x 4 periodos por dia = 100
observagdes/mée/dia — Figura 7). Os comportamentos analisados foram: (1) mae
com os filhotes; (2) mée lambendo os filhotes (lamber a superficie do corpo e a

regidao anogenital — Figura 5 A); (3) mde amamentando com o dorso bem arqueado




(Figura 5 B); (4) made amamentando com o dorso pouco arqueado (Figura 5 C); (5)

postura passiva de amamentagao (Figura 5 D) e (6) permanéncia da mae fora do

ninho.

O parametro utilizado para cada comportamento foi a freqtiéncia.

Figura 5: Comportamento maternal. A. Lambida. B. Amamentagao com dorso muito arqueado. C.

Amamentacdo com dorso pouco arqueado. D. Amamentag¢do em supino.

Modelo experimental
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Figura 6: Registro do comportamento maternal realizado para cada rata lactante.
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RATA: 1G -] ligh.srouch, (smamentandes’ dorso bem srquesdo) CM - Construgdo de ninho
Data do 2arto: LW - Low crouch (smementandoc/ dorso pouco arquasdo)) OFF -Mie fora do ninho/caixs
Grupo: SUP-Suping post (smamentando deledoou de costas) R - Recolhida da filhotzs
Ninhao: L - Lambendofilhotes FFN -Filhotes fora do ninho
DATA: DlAS PP: HGIL - Amamentsndo com o dorso bem arquesdo 2 lambende MM, - Mo ninho sem posiciode smamentagso
& & E T5 [ T T == T =0 B39 [ %2 [0 [ 38 [ & [ 5% [ 57 [ LR LR
o
g — HG
-
o LW
gﬁ 0 3 [T T[T (22 37 [=0 ClEE &2 [a0 [ A5 [ 5 [ 64 [ o7 [LOO[ LI TR TR [sup
= ca L
=
o CN
= ] a [12]15 |18 [21 |24 |27 [0 ]| 33| 35]39 |42 |45 |48 |85 [54 | 57 |00 108 105] .09 1.12] [oFF
e
e R
f
FFN
- 0 EHE 16 [ 18 1 E 1] FIEERE BN IERE LR (1D LR LS 1L L1E T
= 1]
T NN
T
DATA; DIAS 2P
B
o a 2 [12 5[ 18] 21 |24 [27 |20 [ 33| 35|39 [42 |45 | 45| 5 |54 |57 (10008 108l ool .03 HG
é‘-‘ LW
SUP
o ] [T 15 [ 18 1 E D[ 333835 |4 R IEERE 5457 (100 L0 Toe Lo L2 T
i
whl N
]
OFF
g 0 EHE 16 [ 18 1 E 1] FIEERE BN IERE LR (1D LR IS 1L LI o
il FFN
[
. _ HGIL
] H ] 9 |12 | 15 [ 18 |21 |24 [ 27 |20 | 33 [ 36| 39 | 42 |45 | 48 | B [ B4 | BT 1001090 1.06] 109 1212
e MM
T
T

Figura 7: Ficha utilizada para a realizagéo do registro do comportamento maternal.

Procedimento 3

Observacao do comportamento agressivo maternal

O registro de comportamento agressivo das fémeas foi realizado no 9° dia

pds-parto nas primeiras horas do ciclo escuro (a partir das 18:30 horas). Como uma

forma de preparacao para a realizacao deste teste, as fémeas e seus respectivos

filhotes foram colocadas no ambiente de filmagem durante um periodo antecipado




de tempo para que pudessem se acostumar ao novo ambiente, evitando assim que
ocorressem alteragdes do seu padrdao de comportamento.

Para a realizagdo do teste foi colocado um macho intruso dentro da caixa-
residéncia da fémea por 10 minutos. Durante este periodo os comportamentos foram
registrados em midia e posteriormente analisados em um programa de computador.

Os comportamentos analisados foram: ataque frontal, no qual a fémea ataca
o intruso na direcao da cabeca; ataque lateral, a fémea ataca em direcao ao corpo
do intruso; morder o corpo, a fémea morde o corpo do intruso; morder a cabega, a
fémea morde o intruso na cabeca ou no pescocgo; postura agressiva, a fémea cerca
o intruso e levanta uma das patas traseiras em diregcdo ao intruso; investigagao
social, a fémea investiga o intruso; interacdo com os filhotes, a fémea interage de
alguma maneira com a ninhada; caminhar, quando a fémea caminha pela caixa;
rearing, quando a fémea levanta as duas patas dianteiras e as deixa sobre as
bordas da caixa; grooming, auto-limpeza da fémea.

Os parametros analisados para estes comportamentos foram as freqiéncias e

as duragoes.

Procedimento 4

Teste agudo de nado forcado

O teste de nado forcado é um teste comumente usado para medir o efeito de
drogas antidepressivas no comportamento de animais de laboratério ou é tido como
um protocolo “padrdo” para que se possa indicar comportamentos depressivos em

animais de laboratério (tipicamente ratos ou camundongos). A maior parte dos



modelos animais de depressédo, como o nado forgado (Popova, J. S., Petkov, V. V.,
1990) e o desamparo aprendido (Overmeir, J. B.; Seligman, M. E. P., 1967), avalia o
desenvolvimento de alteragbes comportamentais e fisiologicas em resposta a pré-
exposicao a evento estressante inescapavel.

O teste de nado forcado se utiliza de um container circular de agua (50
centimetros de didmetro com 75 centimetros de altura) contendo 50 centimetros de
coluna de agua (profundidade), tornando-o um lugar sem escapatéria para as ratas,
com temperatura controlada de 23°C £ 1°C.

As fémeas foram submetidas ao treino de nado forgado (Trial) a uma sessao
de 15 minutos no container de agua no 10° dia pds-natal, durante as primeiras horas
do periodo escuro (18:40 — 19:40 horas). Apés esta sessao individual, as ratas foram
colocadas em caixas para descanso, secas e entdo recolocadas em suas caixas-
residéncia. No 11° dia pés-natal, durante o mesmo horario (primeiras horas do
periodo escuro) as fémeas foram submetidas ao teste de nado agudo forgado
propriamente dito. Este teste consistiu de uma sess&o individual de 5 minutos no
container de agua.

Utilizamos uma filmadora para que o teste comportamental fosse gravado em
midia e posteriormente analisado por um programa computacional.

Os parametros comportamentais analisados para este teste foram:
imobilidade, locomocao e climbing, sendo que suas laténcias, suas frequéncias e

suas duragdes foram contabilizadas.



Procedimento 5

Teste de labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado (Figura 8) € um modelo de ansiedade que é
utilizado em larga escala como um teste para verificagdo de compostos ansioliticos
como também se trata de uma importante ferramenta na pesquisa neurobioldgica de
ansiedade.

O teste consiste de um aparelho com dois bracos abertos (50 x 10cm cada
um) e dois bracos fechados (50 x 10cm cada um), todos com o teto aberto, sendo
os bragos fechados cercados por paredes laterais com 40cm de altura, elevado a
100cm do chdo. O modelo é baseado na aversdao de roedores a espagos abertos.
Esta averséo leva ao comportamento que envolve a prevencao de areas abertas ao
limitar seus movimentos somente para os espagos fechados ou para as arestas de
um espago delimitado. No labirinto em cruz elevado esta caracteristica se traduz em
uma preferéncia de permanéncia nos bragos fechados (Pellow et al., 1985; Treit et.
al., 1993; Rodgers, 1997; Carobrez e Bertoglio, 2005).

A reducao de ansiedade no labirinto em cruz € indicada por um aumento na
proporcdo de tempo gasto nos bracos abertos (tempo nos bragos abertos / tempo
total nos bracos abertos e fechados), e um aumento na propor¢cao de entradas nos
bragcos abertos (entradas nos bragos abertos / total de entradas nos bragos abertos
e fechados). O numero total de entradas nos bragos e o numero de entradas nos
bracos fechados sdo usualmente utilizados como medidas gerais de atividade
(Hogg, 1996).

As fémeas foram submetidas a este teste nas primeiras horas do ciclo escuro

do 12° dia pés-natal. Elas foram dispostas individualmente no centro do aparato e,



com o auxilio de uma filmadora, registramos esta sessao Unica por 5 minutos. Apos
cada registro o aparato experimental foi totalmente limpo com &alcool 70%, para a
realizagao do préximo registro.

Os comportamentos que foram analisados no teste de labirinto em cruz
elevado foram: permanecer no braco aberto (comportamento no qual a fémea se
apresenta com as quatro patas presentes em algum dos bracos abertos);
permanecer no braco fechado (comportamento no qual a fémea se apresenta com
as quatro patas presentes em algum dos bracos fechados) e nUmero de entradas
nos bragos abertos e fechados.

Os parametros utilizados para estes comportamentos foram as laténcias, as

freqiéncias e as duragoes.

Figura 8: Teste de Labirinto em Cruz Elevado.
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Figura 09: Delineamento Experimental.

Descarte de Animais

ApOs a realizagdo de todos os procedimentos descritos, as maes (apds
passarem pelos testes comportamentais) e seus filhotes foram separadas em caixas
identificadas como “descarte” no préprio biotério setorial de Neuroendocrinologia do
Comportamento. A Técnica responsavel por este laboratério encaminhou todos os
animais ao biotério central da UFRGS para que os mesmos pudessem ser

posteriormente descartados de maneira apropriada.

Analise Estatistica

Para o calculo das médias das frequéncias (xE.P.M.) foi utilizado um teste de

normalidade para verificar se as variaveis apresentavam ou ndo uma distribuicao

normal utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov modificado por Lilliefors.



Apoés a identificagdo da forma de distribuigédo, foi-se utilizado um teste de
homogeneidade para verificar se as variancias seriam ou nao diferentes entre si.
Utilizamos o teste de Bartlett para tal andlise.

Depois de constatada se as variancias eram homogéneas ou heterogéneas
continuamos com as andlises estatisticas apropriadas.

Caso as variancias fossem homogéneas utilizamos uma ANOVA de uma via
e, quando apropriado, o teste de Newman-Keuls como pés-teste. Na interpretacao
dos resultados, foram consideradas significativas as diferencas com indice de
significancia de p<0.05.

Caso as variancias fossem heterogéneas utilizamos o teste de Kruskal-Wallis
e, quando apropriado, o teste de Dunn como poés-teste. Na interpretacdo dos
resultados, foram consideradas significativas as diferencas com indice de
significancia de p<0.05.

O software estatistico utilizado para estas andlises foi o GraphPad Prism 5.0.

Fontes de Financiamento

e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CNPq
e Fundacado de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP

e Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES
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Dias em estresse pré-natal:

Para os dados relacionados aos grupos estresse pré-natal e estresse
pré+pds-natal, analisamos a permanéncia destes animais em condigbes de
gestacional para verificar se ha ou ndo alguma diferengca em relagdo ao tempo de

exposicao ao estresse. O numero de animais por grupo sao:

e Grupo Estresse Pré-Natal: 14 animais;

e Grupo Estresse Pré + Pos-Natal: 14 animais.

O grafico esta expresso em médias + erros médios padrées. Aplicamos o
teste T de Student para comparagdes entre os dois grupos. O nivel de significancia
aceito foi de p<0.05.

Nao se observou diferengca na permanéncia de dias em estresse pré-natal

entre 0s grupos estresse pré-natal e estresse pré + pds-natal (Figura 10).
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Figura 10. Permanéncia de dias em estresse pré-natal.

Numero total de Filhotes:

33|

Para os dados relacionados aos numeros totais de filhotes, analisamos a

quantidade total de filhotes destes animais para verificar se ha ou

nao alguma

diferenca em relagao aos grupos estudados. O numero de animais por grupo sao:

e Grupo Controle: 14 animais;
e Grupo Estresse Pré-Natal: 14 animais;
e Grupo Estresse Pds-Natal: 14 animais;

e Grupo Estresse Pré + P6s-Natal: 14 animais.

O grafico estd expresso em médias + erros médios padroes

significancia aceito foi de p<0.05.

. O nivel de
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Nao se observou diferengca no numero total de filhotes paridos entre o grupo
controle e os grupos estressados [efeito fator ESTRESSE; F(3,52)=0.2357;

p=0.9922 — Figura 11].

Numero total de filhotes
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Numero total de filhotes

Figura 11. Numero total de filhotes.

Comportamento Maternal:

Para todos os dados relacionados ao comportamento maternal, o nimero de

animais por grupo sao:

e Grupo Controle: 12 animais;

e Grupo Estresse Pré-Natal: 12 animais;



e Grupo Estresse P6s-Natal: 11 animais;

e Grupo Estresse Pré + Pos-Natal: 12 animais.

Os comportamentos analisados foram: construcdo de ninho, amamentacao,
interagcdo com os filhotes, mae no ninho sem posicado de amamentag¢ao, nimero de
lambidas e permanéncia da mée fora do ninho.

Os parametros analisado para cada um dos comportamentos foram as
freqiéncias de realizagbes dos mesmos.

Os graficos estao expressos em médias + erros meédios padrdes. O nivel de
significancia aceito foi de p<0.05.

Nao se observou diferenga na média semanal de freqiiéncia de construgéo do
ninho [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=2.221; p=0.0994 — Figura 12], na média
semanal de freqiéncia de amamentacgao [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=0.6832;
p=0.5672 — Figura 13], na média semanal de freqliéncia de interacao com os filhotes
[efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=1.169; p=0.3327 — Figura 14], na média semanal
de freqléncia de mae no ninho sem posicdo de amamentacao [efeito fator
ESTRESSE; F(3,43)=0.0853; p=0.0853 — Figura 15], na média semanal de
frequiéncias de lambidas [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=1.583; p= 0.2073 — Figura
16] e na média semanal de permanéncia fora do ninho [efeito fator ESTRESSE;

F(8,43)=0.8330; p= 0.4831 — Figura 17] entre o grupo controle e os grupos tratados.



Construg¢ao de ninho
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Figura 12. Construcdo do ninho. A. Freqiiéncias totais diarias de constru¢cdo do ninho. B. Médias
semanais de constru¢ao do ninho. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos

em cada um dos dias (p<0.05).



A Amamentacao
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Figura 13. Amamentacdo. A. Freqiiéncias totais diarias de amamentagcéo. B. Médias semanais de
amamentagao. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos em cada um dos

dias (p<0.05).



Interacado com os filhotes
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Figura 14. Interagdo com os filhotes. A. Freqiiéncias totais diarias de interagcdo com os filhotes. B.

Médias semanais de freqiéncias de interagdo com os filhotes. Letras diferentes indicam diferengas

significativas entre os grupos em cada um dos dias (p<0.05).



A Mae no ninho sem posicao de amamentacao
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Figura 15. Mae no ninho sem posicdo de amamentacdo. A. Frequéncias totais diarias de mée no
ninho sem posicdo de amamentacdo. B. Médias semanais de mae no ninho sem posicao de
amamentagao. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos em cada um dos

dias (p<0.05).



A Frequiéncias de Lambidas
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Figura 16. Freqiiéncias de lambidas. A. Freqiiéncias totais diarias de lambidas. B. Médias semanais

de lambidas. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos em cada um dos dias

(p<0.05).



A Permanéncia fora do ninho
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Figura 17. Permanéncia fora do ninho. A. Freqléncias totais didrias de permanéncia fora do ninho. B.

Médias semanais de permanéncia fora do ninho. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

grupos em cada um dos dias (p<0.05).



Comportamento Agressivo Maternal

Para todos os dados relacionados ao teste de comportamento agressivo

maternal, o nUmero de animais por grupo sao:

e Grupo Controle: 13 animais;
e Grupo Estresse Pré-Natal: 13 animais;
e Grupo Estresse Pés-Natal: 09 animais;

e Grupo Estresse Pré + Pos-Natal: 13 animais.

Os comportamentos analisados foram: postura agressiva, investigacao social,
interacdo com os filhotes, mobilidade, rearing, grooming, ataque frontal, ataque
lateral, morder a cabeca do intruso, morder o corpo do intruso e imobilidade.

Os parametros analisados para cada comportamento foram: laténcias,
frequiéncias e porcentagem de tempo.

Os graficos estao expressos em meédias + erros meédios padrdes. O nivel de

significancia aceito foi de p<0.05.

Postura agressiva:

O grupo estresse pés-natal apresentou uma laténcia de postura agressiva
significativamente maior que o0 grupo estresse pré + pos-natal [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=2.446; p<0.05 — Figura 18 A]. Nao se observou diferenca na
freqliéncia de postura agressiva [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=1.794; p=0.1623 —

Figura 18 B] e na porcentagem de tempo de postura agressiva [efeito fator
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ESTRESSE; F(3,44)=1.025; p=0.3909 — Figura 18 C] entre 0s grupos estressados e

0 grupo controle.
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Figura 18. Postura agressiva. A. Laténcias de postura agressiva. B. Frequéncias de postura
agressiva. C. Porcentagens de tempo de postura agressiva. Letras diferentes indicam diferengas

significativas entre os grupos em cada um dos dias (p<0.05).

Investigacao Social:

Os grupos estresse pré-natal e estresse pré+pods-natal apresentaram uma
menor porcentagem de tempo de investigacao social quando comparados ao grupo
controle [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)= 3.084; p=0.1193. — Figura 19 C]. Nao se
observou diferenca na laténcia de investigacdo social [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=0.7424; p=0.5326 — Figura 19 A] e na frequiéncia de investigacao social
[efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=1.704; p=0.1801 — Figura 19 B] entre os grupos

estressados e 0 grupo controle.
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Figura 19. Investigagao Social. A. Laténcias de investigacdo social. B. Frequéncias de investigacdo
social. C. Porcentagens de tempo de investigagdo social. Letras diferentes indicam diferengas

significativas entre os grupos (p<0.05).

Interacao com os filhotes:

O grupo estresse pos-natal apresentou uma maior porcentagem de tempo de
interacdo com os filhotes quando comparado aos outros grupos experimentais [efeito
fator ESTRESSE; F(3,44)=3.409; p=0.0256. — Figura 20 C]. Nao se observou
diferenca na laténcia de interacdo com os filhotes [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=2.080; p=0.1165 — Figura 20 A] e na freqiiéncia de interagdo com os filhotes
[efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=2.056; p=0.1199 — Figura 20 B] entre os grupos

estressados e o grupo controle.
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Figura 20. Interagdo com os filhotes. A. Laténcias de interacdo com os filhotes. B. Frequéncias de
interagdo com os filhotes. C. Porcentagens de tempo de interagdo com os filhotes. Letras diferentes

indicam diferengas significativas entre os grupos (p<0.05).

Mobilidade:

O grupo estresse pré + poés-natal apresentou uma maior porcentagem de
tempo de movimentacao que o0 grupo estresse pds-natal [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=2.880; p<0.05 — Figura 21 C]. Nao se observou diferenca na laténcia de
movimentacao [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=0.5050; p= 0.6809 — Figura 21 A] e
na frequiéncia de movimentacgéao [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=0.4667; p=0.7070

— Figura 21 B] entre os grupos estressados e 0 grupo controle.

Laténcias De Mobilidade Freqiiéncias De Mobilidade Porcentagem De Tempo De Mobilidade
AComportamento Agressivo Maternal Comportamento Agressivo Maternal Comportamento Agressivo Maternal

15 80

- g
2 2 ry
€ S g 6o k]
a8 3 10 o3 g
28 w2 2
SN 835 40
3y 2 2
é s 3 2 3
32 g8 2 ?
5 £ -
2 5
[ o =
S & & &
é\\‘ F b
< & o &
o
X
& > é,oq
&

Figura 21. Mobilidade. A. Laténcias. B. Freqiiéncias. C. Porcentagens de tempo de mobilidade.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0.05).



Rearing:

Nao se observou diferenca na laténcia de rearing [efeito fator ESTRESSE;
F(83,44)=0.3733; p= 0.7727 — Figura 22 A], na freqiéncia de rearing [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=0.6579; p=0.5824 — Figura 22 B] e na porcentagem de tempo
de rearing [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=0.8847; p=0.4565 — Figura 22 C] entre
0s grupos estressados e o grupo controle.
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Figura 22. Rearing. A. Laténcias de rearing. B. Freqliéncias de rearing. C. Porcentagens de tempo

de rearing.

Grooming:

Nao se observou diferenca na laténcia de grooming [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=1.044; p= 0.3825 — Figura 23 A], na frequéncia de grooming [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=0.9026; p= 0.4475 — figura 23 B] e na porcentagem de tempo
de grooming [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=0.3966; p= 0.7561 — Figura 23 C]

entre os grupos estressados e o grupo controle.
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Figura 23. Grooming. A. Laténcias de grooming. B. Freqiiéncias de grooming. C. Porcentagens de

tempo de grooming.

Ataque frontal:

Nao se observou diferenca na laténcia de ataque frontal [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=1.799; p=0.1613 — Figura 24 A], na freqliéncia de ataque
frontal [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=0.8589; p=0.4695 — Figura 24 B] e na
porcentagem de tempo de ataque frontal [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=1.429;

p=0.2471 — Figura 24 C] entre os grupos estressados e o grupo controle.
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Figura 24. Ataque frontal. A. Laténcias de ataque frontal. B. Freqliéncias de ataque frontal. C.

Porcentagens de tempo de frontal.



Ataque lateral:

Nao se observou diferenca na laténcia de ataque lateral [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=2.191; p=0.1026 — Figura 25 A], na frequéncia de ataque
lateral [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=0.6252; p=0.6025 — Figura 25 B] e na
porcentagem de tempo de ataque lateral [efeito fator ESTRESSE; F(3,44)=0.8457;

p=0.4763 — Figura 25 C] entre os grupos estressados e 0 grupo controle.
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Figura 25. Ataque lateral. A. Laténcias de ataque lateral. B. Freqiiéncias de ataque lateral. C.

Porcentagens de tempo de ataque lateral.

Morder a cabeca do intruso:

Nao se observou diferenca na laténcia [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=1.979; p=0.1310 — Figura 26 A], na frequéncia [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=1.196; p=0.3224 — Figura 26 B] e na porcentagem de tempo [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=2.250; p=0.0958 — Figura 26 C] de morder a cabeca do intruso

entre os grupos estressados e o grupo controle.



Laténcias De Mordidas Na Cabeca Frequiéncias De Mordidas Na Cabeca Porcentagem De Tempo De Mordidas Na Cabeca
Comportamento Agressivo Maternal B Comportamento Agressivo Maternal Comportamento Agressivo Maternal
o 06 020
8 2
é § 600 32 S < 015
4 28 B
E 5’ 4 ‘; 0.4 :S
8 < w0 8= S 8o
ry ° 8 =X
3 S €302 28
§8 0 g3 £2 005
32 £3 &

Figura 26. Morder a cabega do intruso. A. Laténcias de morder a cabega do intruso. B. Freqliéncias

de morder a cabega do intruso. C. Porcentagens de tempo de morder a cabega do intruso.

Morder o corpo do intruso:

Nao se observou diferenca na laténcia [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=0.7402; p=0.5338 — Figura 27 A], na freqiéncia [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=0.3456; p=0.7925 — Figura 27 B] e na porcentagem de tempo [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=0.8037; p=0.4986 — Figura 27 C] de morder o corpo do intruso

entre os grupos estressados e o grupo controle.
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Figura 27. Morder o corpo do intruso. A. Laténcias de morder o corpo do intruso. B. Freqiiéncias de

morder o corpo do intruso. C. Porcentagens de tempo de morder o corpo do intruso.



Imobilidade:

Nao se observou diferenca na laténcia [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=1.451; p=0.2409 — Figura 28 A], na frequéncia [efeito fator ESTRESSE;
F(3,44)=1.352; p=0.2698 — Figura 28 B] e na porcentagem de tempo [efeito fator
ESTRESSE; F(3,44)=0.9392; p=0.4299 — Figura 28 C] de imobilidade entre os

grupos estressados e o grupo controle.
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Figura 28. Imobilidade. A. Laténcias de imobilidade. B. Freqiéncias de imobilidade. C. Porcentagens

de tempo de imobilidade.

Teste Agudo de Nado Forcado

Para todos os dados relacionados ao teste agudo de nado forgcado, o nimero

de animais por grupo sao:

e Grupo Controle: 14 animais;
e Grupo Estresse Pré-Natal: 10 animais;
e Grupo Estresse Pds-Natal: 09 animais;

e Grupo Estresse Pré + Pos-Natal: 14 animais.



Os comportamentos analisados foram: mobilidade, imobilidade e climbing.

Os parametros analisados para cada comportamento foram: freqUéncias
totais, laténcias, porcentagens de tempo e porcentagens de frequéncias.

Os graficos estao expressos em médias + erros médios padrdes. O nivel de
significancia aceito foi de p<0.05.

Nao se observaram diferencas significativas nas freqiéncias totais [efeito
fator ESTRESSE; F(3,43)=0.2113; p=0.8880 — Figura 29 A], nas laténcias [efeito
fator ESTRESSE; F(3,43)=0.9414; p=0.4290 — Figura 29 B], nas porcentagens de
tempo [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=0.1357; p=0.9382 — Figura 29 C] e nas
porcentagens de frequéncias totais [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=0.6449;
p=0.4032 — Figura 29 D] de movimentagdo entre os grupos estressados e 0 grupo
controle.

Nao se observaram diferencas significativas nas frequéncias totais [efeito
fator ESTRESSE; F(3,43)=0.3631; p=0.7799 — Figura 29 A], nas laténcias [efeito
fator ESTRESSE; F(3,43)=0.7522; p=0.5271 — Figura 29 B], nas porcentagens de
tempo [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=0.2289; p=0.8758 — Figura 29 C] e nas
porcentagens de freqléncias totais [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=1.361;
p=0.2805 — Figura 29 D] de imobilidade entre os grupos estressados e 0 grupo
controle.

Nao se observaram diferencas significativas nas freqiéncias totais [efeito
fator ESTRESSE; F(3,43)=0.2234; p=0.8796 — Figura 29 A], nas laténcias [efeito
fator ESTRESSE; F(3,43)=0.5382; p=0.6587 — Figura 29 B], nas porcentagens de
tempo [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=0.7627; p=0.5212 — Figura 29 C] e nas
porcentagens de freqléncias totais [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=1.499;

p=0.2283 — Figura 29 D] de climbing entre os grupos estressados e o grupo controle.
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Figura 29. Teste agudo de nado forcado. A. Freqliéncias totais de movimentagdo, imobilidade e
climbing. B. Laténcias de movimentagao, imobilidade e climbing. C. Porcentagens de tempo de
movimentacao, imobilidade e climbing. D. Porcentagens de freqiiéncias totais de movimentacao,

imobilidade e climbing.



Labirinto em Cruz Elevado

Para todos os dados relacionados ao teste de labirinto em cruz elevado, o

namero de animais por grupo sao:

Grupo Controle: 12 animais;

Grupo Estresse Pré-Natal: 10 animais;

Grupo Estresse Pds-Natal: 09 animais;

Grupo Estresse Pré + Pés-Natal: 11 animais.

Os comportamentos analisados foram: permanéncia nos bracos abertos,
permanéncia nos bracos fechados, nimero de entradas nos bracos abertos e
nuamero de entradas nos bragos fechados.

Os parametros analisados para cada comportamento foram: porcentagens de
permanéncias nos bracos abertos e fechados, e porcentagens de frequiéncias de
entradas nos bragos abertos e fechados.

Os graficos estao expressos em meédias + erros meédios padrdes. O nivel de
significancia aceito foi de p<0.05.

Nao se observaram diferencas significativas nas porcentagens de
permanéncia [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=1.267; p=1.267 — Figura 30 A] e de
frequiéncias de entradas [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=0.5754; p=0.6347 — Figura
30 C] nos bracos abertos entre os grupos estressados e o grupo controle.

Nado se observaram diferencas significativas nas porcentagens de

permanéncia [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=2.161; p=0.1086 — Figura 30 B] e de
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freqUéncias de entradas [efeito fator ESTRESSE; F(3,43)=0.9042; p=0.4481 — Figura
30 D] nos bragos fechados entre os grupos estressados e 0 grupo controle.
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Figura 30. Teste de labirinto em cruz elevado. A. Porcentagem de permanéncia nos bragos abertos.
F = 1.267. B. Porcentagem de permanéncia nos bragos fechados. F = 2.161. C. Porcentagem de
freqUéncia de entradas nos bragos abertos. F = 0.5754. D. Porcentagem de freqliéncias de entradas

nos bracos fechados. F = 0.9042.
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O presente trabalho teve por objetivo analisar diferentes intervencées
ambientais, através da restricdo de substrato para a construcdo do ninho e da
apresentagdo a um predador natural (um gato) no primeiro dia pés-natal, que
pudessem interferir na relacdo mae-filhote. Buscamos entender se as altera¢des que
ocorrem nesta relacdo sao devidas aos estimulos ambientais durante a gestagao,
durante o periodo de lactacdo ou até mesmo por uma ruptura no convivio do
ambiente neonatal como um todo.

Liu e colaboradores (2000) e Champagne e colaboradores (2003)
demonstraram que ocorrem naturalmente, sem nenhuma intervencdo externa,
diferencas individuais do comportamento maternal em ratos. Maes mais cuidadosas
apresentam um aumento no comportamento de lamber os filhotes e de
amamentacdo com dorso arqueado em relagdo a maes menos cuidadosas. Uma
caracteristica importante deste achado é o fato de que o cuidado maternal (em
especial, o numero de lambidas) se distribui de forma normal na populagéo de ratas,
como numa curva de Gauss.

Os resultados do presente estudo vao ao encontro dos resultados de
Schelstraete et al. (1992), no qual os autores demonstraram caracteristicas sobre o

padrao natural de ritmicidade do comportamento maternal de ratas, sendo que estas

apresentam um maior cuidado com sua ninhada nos primeiros dias pdés-natais mas,



ao longo dos dias, este diminui paulatinamente, enquanto que o comportamento de
permanéncia fora do ninho é aumentado.

Ao analisar os resultados obtidos no presente estudo, podem-se observar
alteracdes pontuais no comportamento das maes para com seus filhotes, sendo que,
ao longo de cada dia de observagao, os grupos apresentaram padrdes diferenciados
de comportamentos. Fato este importante, pois a programacao do eixo Hipotalamo-
Hipdéfise-Adrenal pelo cuidado materno (demetilagdo do lécus do promotor do
receptor de glicocorticéide — GR - no hipocampo leva a uma maior expressao de GR
nessa area e, portanto, maior retroalimentagdo negativa e menor resposta ao
estresse de forma persistente) ocorre num ponto especifico do periodo perinatal
(entre os dias 3 e 4 pds-natal) (Weaver et al., 2004). Logo, se o cuidado for diferente
especialmente nesse periodo, pode ser que este efeito afete de forma persistente os
filhotes. E interessante notar que o estresse pré-natal afeta a amamentacéo (anexo
D) e o numero de lambidas (anexo J) especialmente nestes dias, 0 que evidencia a
importancia de estudos mais detalhados dos efeitos destes agentes estressores em
longo prazo nos filhotes.

Essas flutuagdes ao longo dos dias para cada um dos comportamentos, por
sua vez, ndo ocasionaram diferencas estatisticas significativas quando comparados
os valores das médias de cada comportamento durante todo o periodo de
observacao entre todos os grupos em estudo.

Em modelos animais, a aplicacao de certos tipos de eventos estressores
durante o periodo gestacional pode resultar em aumento nas taxas de abortos, em
uma menor quantidade de filhotes ou mesmo em uma diminuigdo do tamanho dos
mesmos, acompanhado de aumento de sua mortalidade (Runner, 1959; Euker et al.,

1973; Wildt et al., 1975; Salgado et al., 1977; Herrenkohl, 1979; Pollard, 1984; De
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Catanzaro, 1988). No presente estudo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre o numero total de filhotes dos grupos estressados pré-
natalmente, quando comparados aos grupos controles.

Patin et al. (2002) demonstraram que a apresentacao de um predador natural
a ratas durante o periodo gestacional ocasionou, além de aumentos nas
concentracbes plasmaticas de corticosterona, uma alteracdo do padrdo de
comportamento maternal destas durante o periodo pés-natal. Maes estressadas
apresentavam diminuicao do cuidado para com os seus filhotes e aumentavam os
comportamentos de auto-cuidado, quando comparadas as maes controle.

Alguns autores (Maccari et al., 1995; Melniczek & Ward, 1994; Moore &
Power, 1986) relataram que o estresse gestacional prejudica o comportamento
maternal e que isso poderia influenciar a fungdo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-
Adrenal (HPA) da prole e seus comportamentos.

Moore & Poder (1986) relataram que maes estressadas passavam menor
tempo lambendo filhotes adotivos de maes n&o-estressadas. Interessantemente,
eles também demonstraram neste trabalho que os filhotes estressados solicitavam
menor cuidado (lambidas) para suas méaes adotivas nao-estressadas.

Smith et al. (2004) demonstraram que o estresse gestacional induz um estado
de depressdo pés-natal em ratas fémeas, que exibem comportamentos menos
freqUentes e menos intensos de cuidados maternos.

Estes e outros dados suportam a idéia de que os padrbes comportamentais
tanto de mées quanto de filhotes podem ser suprimidos pelo estresse gestacional,
ocasionando possivelmente uma interrupcao da sinalizagao mae-filhote.

Entretanto, os dados do presente trabalho relacionados ao cuidado maternal

apdiam os estudos de Poltyrev & Weinstock, 2005; Pardon et al., 2000 e Fameli et
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al., 1995, nos quais o estresse durante o periodo gestacional ou perinatal ndo
ocasionou alteragées sobre o comportamento maternal, levando em consideracao as
médias semanais de cada um dos constituintes comportamentais.

Essas divergéncias nos resultados descritos acima, juntamente com os deste
trabalho, poderiam ser explicadas devido as diferencas dos protocolos de estresses
pré e/ou pos-natais utilizados. A capacidade de um estresse para alterar o
comportamento maternal pode variar entre linhagens de ratos e, até mesmo, entre
individuos de uma mesma espécie. Além disso, diferentes protocolos de andlise do
comportamento maternal sdo aplicados, o que possibilitaria obter resultados
conflitantes entre cada método de analise especifico.

Segundo Baker et al., 2008, a variabilidade do protocolo de estresse também
poderia alterar o resultado; de particular importancia, o tempo entre o final de uma
exposicao ao estresse e o parto (um maior atraso de tempo de aplicagdo de
estresse poderia diminuir o impacto sobre o0 comportamento maternal) e a gravidade
do procedimento de estresse. Esse ultimo ponto, podendo ser afetado por inUmeras
variaveis, como, tipo de estressor, duracdo da exposi¢cdo de estresse ou periodo
durante a gestagao, e se o procedimento de estresse protege contra a antecipagao e
a habituacdo ao mesmo.

Seguindo esta linha de raciocinio, poderiamos inferir que ratas submetidas ao
estresse pré-natal (restricdo de substrato) poderiam se habituar a tais condicdes, o
que nao afetaria ou comprometeria sua resposta comportamental para com sua
ninhada. Também poderiamos especular uma hipotese alternativa de que esta forma
de estresse pré-natal nao veio a ser um evento de grande impacto sobre a fisiologia

gestacional materna, visto que o numero de filhotes totais paridos néo foi alterado.
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Concomitantemente ao padrdo de comportamento maternal, as ratas
lactantes exibem uma diminuicdo dos niveis de ansiedade em testes de conflito
(Ferreira et al., 1989), no paradigma de campo-aberto (Fleming & Luebke, 1981) e
no teste de labirinto em cruz elevado (Bitran et al., 1991; Lonstein et al., 1998;
Lonstein et al., 1999; Pereira et al., 2005), exibe menor medo em direcdo a um
estimulo sonoro (Ferreira et al., 2002; Hard & Hensen, 1985) e desenvolve um
comportamento de agressividade quando dispostas perante intrusos.

Ferreira e colaboradores (2002) relataram que ratas lactantes, quando
comparadas a ratas sensibilizadas a desenvolver comportamento maternal ou a
ratas ovariectomizadas, apresentavam maior indice de agressividade a um intruso.

Os resultados do presente trabalho demonstraram ndo haver diferencas
significativas em grande parte dos parametros estudados do comportamento de
agressividade maternal. Os grupos que foram submetidos aos paradigmas
estressores pré-natal e pré + poés-natal apresentaram uma diminuicdo da
porcentagem de tempo de investigagdo social, quando comparados aos outros
grupos de estudo.

O grupo estressado pés-natalmente apresentou um aumento da porcentagem
de tempo de interagcdo com os filhotes, quando comparado aos outros grupos. Além
disso, foi observado um aumento na porcentagem de mobilidade do grupo
estressado pré+pds-natalmente, quando comparado aos outros grupos.

As freqléncias e laténcias de todos o0s parédmetros analisados no
comportamento agressivo maternal nao apresentaram diferengas estatisticas
significativas entre os quatro grupos.

Um dado curioso, conforme analisado, foi que os animais submetidos aos

tratamentos estressores devidos (pré e/ou pés-natal) ndo apresentaram diferencas
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do grupo controle nos comportamentos agressivos que se direcionam ao intruso.
Entretanto, esses grupos apresentaram diferencas apenas no tempo total de
investigacdo social, de interacdo com seus filhotes ou de movimentagéo.

As razbes pelas quais ocorram estas disparidades entre os resultados do
presente estudo e os resultados das fémeas lactantes do trabalho de Ferreira e
colaboradores (2002) poderiam ser, entre outras, pelas diferencas de duracdes dos
testes de agressividades, pelas diferencas de idades dos animais utilizados, ou até
mesmo, pela diferenca de paradigmas aplicados em diferentes estados fisiol6gicos
das fémeas (por exemplo, gestagao e lactacao).

Smith e colaboradores (2004) demonstraram que maes de ratos expostas ao
estresse durante a gestacado tardia apresentaram maior tempo de imobilidade no
teste agudo de nado forgado durante o periodo de lactacdo. Estes resultados
sugerem que o estresse gestacional aumenta sintomas tipo-depressivos durante o
periodo pés-natal. Entretanto, o efeito aparentemente é transitério e especifico para
o periodo de lactacdo, pois maes testadas apdés o desmame ndo apresentaram
nenhum efeito, como relatados por Darnaudéry et al, 2004.

Ao contrario dos dados obtidos por Smith et al. (2004), ndo foram obtidas
neste trabalho diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e
estressados em qualquer parametro relacionado ao teste agudo de nado forcado,
demonstrando que essas ratas submetidas a tais eventos estressores durante o
periodo perinatal, ndo exibiram comportamentos tipo-depressivos.

Ja os dados comportamentais obtidos pelo teste de labirinto em cruz elevado
demonstraram também ndo haver diferencas significativas nas laténcias, nas
frequiéncias, nos tempos totais, nas razdes de freqiiéncias e nas razdes de tempos

de permanéncia nos bragos abertos e/ou fechados do aparato.



O labirinto em cruz elevado foi realizado ap6s o teste agudo de nado for¢ado,
fato este apontado por alguns autores como sendo um evento estressor aos ratos.
De Mello (2007) demonstrou que animais submetidos ao teste agudo de nado
forcado apresentavam niveis plasmaticos de acidos graxos livres aumentados, além
de concentracbes plasmaticas de glicose e de corticosterona significativamente
maiores que aqueles apresentados por grupos controles (animais ndo submetidos
ao teste de nado).

Considerando que todos os grupos experimentais deste protocolo (controle e
estressados) passaram pela mesma bateria de testes comportamentais propostos
por este, podemos inferir baseados em tais resultados, que as ratas de todos os
grupos ndo se tornaram mais ou menos ansiosas e que também ndo demonstraram
maior ou menor atividade exploratéria (medida pela razdo de entradas nos bragos
abertos e fechados) no labirinto em cruz elevado. Também apoiado nestes
resultados, podemos especular que o teste agudo de nado for¢ado, quando aplicado
em ratas lactantes, possa ndo ser considerado um evento de grande efeito estressor
ou capaz de induzir uma maior ansiogénese apds sua realizagao.

Com os experimentos realizados no presente trabalho podemos concluir que
0s eventos estressores estudados ndo ocasionam alteragdes no comportamento
maternal per se, mas alteram o padrdo de comportamento da mae para com seus
filhotes. Além disso, eles também nao alteram outros indices comportamentais
maternos, como nivel de agressividade, ansiedade ou atividade exploratéria.
Devemos considerar que estes comportamentos da mae sao muito importantes, mas
existem outros fatores que parecem ser decisivos para estabelecimento dessa
relacdo materno-filial como a propria presenca de seus filhotes, o cheiro de sua

ninhada, as vocalizagdes dos filhotes, o proprio ninho e outros fatores ambientais.



Entretanto, ainda é necessario investigar diferentes tempos de exposi¢cdes a
estes agentes estressores bem como exposi¢cées crébnicas aos mesmos. Seria
interessante também investigar o comportamento dos filhotes quando adultos, para
determinar se estes estressores nao apresentariam efeitos a longo prazo na
ninhada, independentemente do comportamento maternal, assim como demonstrado

por estudos de Kiaer et al., 2010 e Baker et al., 2009.
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Os estresses aplicados neste protocolo durante o periodo perinatal — restricao
de substrato durante o periodo pré-natal e apresentacdo a um predador natural
(gato) no periodo pos-natal - ndo ocasionaram alteragdes significativas nos
comportamentos relacionados ao cuidado maternal. Entretanto, as flutuagdes ao
longo dos dias de observacdes de cada um destes foram alteradas, o que
necessitaria de estudos mais aprofundados para ver qual seria a repercussao dessa
diferenciagdo do padrdo do comportamento maternal na vida adulta desses filhotes
de maes submetidas aos paradigmas neste trabalho estudados.

O numero de filhotes de maes pertencentes aos grupos estressados nao
foram diferentes estatisticamente das fémeas do grupo controle, sugerindo que
possivelmente o paradigma estressor pré-natal deste trabalho ndo apresente grande
impacto sobre a fisiologia gestacional materna ou que estas maes submetidas a tal
procedimento apresentaram um mecanismo de neuroprote¢do ou habituacdo a esta
condigéo.

Além disso, ndo foram observados comportamentos tipo-depressivos
(medidos pelo teste agudo de nado forgado), alteragcbes do nivel de ansiedade
(medido pelo teste de labirinto em cruz elevado) ou do comportamento agressivo

maternal (medido pelo teste de agressividade maternal frente a um intruso).
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Dosagens Hormonais

Como bem descrito na literatura, o hormonio corticosterona esta diretamente
relacionado com o eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e com as respostas aos
eventos estressores. Estas respostas, em virtude do protocolo de estresse
apresentado, podem se mostrar de maneira diferenciada do padrdo regular.
Portanto, este projeto necessita desta medicdo hormonal para tentar explicar
possiveis alteracbes nos padrdes de respostas aos eventos estressores aqui
aplicados.

As dosagens dos hormoénios corticosterona (CORT) e prolactina (PRL)
plasmaticos nos permitirdo, inicialmente, apontar se ambos os eventos estressores
escolhidos para este protocolo ativam respostas fisiolégicas via eixo Hipotalamo-
Hipofise-Adrena (HPA). Além disso, com estes dados também poderemos analisar
se as concentracoes basais de corticosterona e prolactina dos grupos estressados
se encontram diferenciadas daquelas dos grupos controles.

Sabe-se atualmente que o horménio ocitocina (OCT) atua ativamente de
maneira central no Sistema Nervoso (SN) como um dos neuro-horménios envolvidos

no controle neural do comportamento maternal. Possivelmente, por uma



desestruturagdo do padrao comportamental por nés observado, a ocitocina possa
estar alterada nos grupos submetidos aos estresses pré e/ou pds-natal.

Como o enfoque deste trabalho visa observar quais sdo os padrbes das
respostas dos animais frente aos eventos estressores, também necessitamos de
analises do hormdnio prolactina, pois alteragdes dos niveis de prolactina também
sao relacionadas com eventos desencadeados pelo estresse. Por fim, as analises
dos niveis de ocitocina central (licorica) poderdo estar relacionadas com os
mecanismos de neuromodulacdes envolvidos no padrdao de resposta do
comportamento maternal.

As amostras para dosagens hormonais ja foram coletadas. Estamos apenas
aguardando a chegada do material radioativo para a técnica de radioimunoensaio a
ser realizada no laboratério da Universidade de Sao Paulo (USP) de Ribeirdo Preto
— Faculdade de Medicina, com a colaboragéo do Professor Celso Franci.

Com estes dados das analises hormonais, poderemos explorar ainda melhor

algumas conclusdes de resultados obtidos neste trabalho.
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ANEXO |

Gréficos relacionados a andlise dia-a-dia, ciclo-a-ciclo do comportamento

maternal de ratas submetidas a eventos estressores durante o periodo perinatal.

Para todos os dados relacionados ao comportamento maternal, o nimero de

animais por grupo sao:

e Grupo Controle: 12 animais;
e Grupo Estresse Pré-Natal: 12 animais;
e Grupo Estresse Pds-Natal: 11 animais;

e Grupo Estresse Pré + P6s-Natal: 12 animais.

Os comportamentos analisados foram: construcdo de ninho, amamentacao,
interagcdo com os filhotes, mae no ninho sem posicado de amamentag¢ao, nimero de
lambidas e permanéncia da mée fora do ninho.

Os parametros analisado para cada um dos comportamentos foram as
freqliéncias de realizacbes dos mesmos. Os graficos estdo expressos em médias +

erros medios padrdes. O nivel de significancia aceito foi de p<0.05.
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Figura 31. Construgao do ninho. A. Frequiéncias de constru¢do do ninho. Dia 2 pds-natal: periodo claro

1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Frequéncias de constru¢cdao do ninho. Dia 3 pds-natal: periodo claro 1,



claro 2, claro 3 e escuro. C. Frequéncias de construgdo do ninho. Dia 4 pds-natal: periodo claro 1, claro
2, claro 3 e escuro.. D. Frequéncias de construgdo do ninho. Dia 5 pds-natal: periodo claro 1, claro 2,

claro 3 e escuro.
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Figura 32. Constru¢ao do ninho. A. Frequéncias de construgdo do ninho. Dia 6 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqiiéncias de construgdo do ninho. Dia 7 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. C. Freqiiéncias de construgdo do ninho. Dia 8 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos

(p<0.05).



Amamentacao:
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Figura 33. Amamentacao. A. Freqiiéncias de amamentacéo dia 2 pds-natal: periodo claro 1, claro 2,
claro 3 e escuro. B. Freqiéncias de amamentagao dia 3 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e

escuro. C. Frequéncias de amamentacao dia 4 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro..
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D. FreqUéncias de amamentagdo dia 5 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras

diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos (p<0.05).
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Figura 34. Amamentagao. A. Freqiiéncias de amamentagao dia 6 pds-natal: periodo claro 1, claro 2,
claro 3 e escuro. B. Freqiiéncias de amamentacéo dia 7 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e
escuro. C. FreqUéncias de amamentacao dia 8 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0.05).



Interacao com os filhotes:
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Figura 35. Interacdo com os filhotes. A. Freqliéncias de interagdo com os filhotes dia 2 pods-natal:
periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqiiéncias de interagdo com os filhotes dia 3 pds-natal:
periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. C. Freqiiéncias de interagdo com os filhotes dia 4 pds-natal:

periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. D. Freqiiéncias de interagdo com os filhotes dia 5 pds-natal:



periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

grupos (p<0.05).
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Figura 36. Interacdo com os filhotes. A. Freqliéncias de interagdo com os filhotes dia 6 pds-natal:
periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqiiéncias de interagdo com os filhotes dia 7 pds-natal:
periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. C. Freqiiéncias de interagdo com os filhotes dia 8 pds-natal:

periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.



Mae no ninho sem posicao de amamentacao:
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Figura 37. Mae no ninho sem posigdo de amamentacao. A. Freqiiéncias de mée no ninho sem
posicao de amamentacgao dia 2 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqiiéncias
de mae no ninho sem posi¢cao de amamentagao dia 3 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e

escuro. C. FreqUiéncias de mae no ninho sem posi¢cdo de amamentagao dia 4 pos-natal: periodo claro



1, claro 2, claro 3 e escuro. D. Freqiiéncias de mae no ninho sem posi¢do de amamentagao dia 5

pos-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro.
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Figura 38. Mae no ninho sem posigdo de amamentagédo. A. Freqiéncias de mae no ninho sem
posigao de amamentagado dia 6 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqiéncias
de mae no ninho sem posi¢cao de amamentacédo dia 7 pds-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e
escuro. C. FreqUéncias de mae no ninho sem posigao de amamentagao dia 8 pds-natal: periodo claro

1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos

(p<0.05).
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Numero de lambidas:
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Figura 39. Numero de lambidas. A. Freqiiéncias de nimero de lambidas dia 2 pés-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqliiéncias de nimero de lambidas dia 3 pds-natal: periodo

claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. C. Freqliiéncias de nimero de lambidas dia 4 pds-natal: periodo



claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. D. Freqliiéncias de nimero de lambidas dia 5 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos

(p<0.05).
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Figura 40. Numero de lambidas. A. Freqiiéncias de nimero de lambidas dia 6 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Frequiéncias de nimero de lambidas dia 7 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. C. Frequiéncias de nimero de lambidas dia 8 pds-natal: periodo
claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos

(p<0.05).



Permanéncia da mae fora do ninho:
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Figura 41. Permanéncia fora do ninho. A. Freqiiéncias de permanéncia fora do ninho dia 2 pés-natal:
periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqiiéncias de permanéncia fora do ninho dia 3 pds-

natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. C. Freqiiéncias de permanéncia fora do ninho dia 4



pbs-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. D. Freqiiéncias de permanéncia fora do ninho dia
5 poés-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os grupos (p<0.05).
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Figura 42. Permanéncia fora do ninho. A. Freqliéncias de permanéncia fora do ninho dia 6 pés-natal:
periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. B. Freqiiéncias de permanéncia fora do ninho dia 7 pos-
natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. C. Freqiiéncias de permanéncia fora do ninho dia 8
pbs-natal: periodo claro 1, claro 2, claro 3 e escuro. Letras diferentes indicam diferengas significativas

entre os grupos (p<0.05).



